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Nos últimos anos tem aumentado o interesse pelos produtos naturais, principalmente no que diz 
respeito à sua aplicação no tratamento de doenças. Uma das vantagens da utilização de compostos 
naturais, face a compostos sintéticos, incide no seu largo espectro de acção, que se deve, em grande 
parte, às suas capacidades antioxidantes. 
Neste trabalho foi avaliado o potencial terapêutico do Foeniculum vulgare relativamente à doença de 
Alzheimer (AD), bem como os processos inerentes ao seu metabolismo. Os parâmetros utilizados para a 
análise do extracto aquoso de F. vulgare como fonte de compostos passíveis de acção no tratamento da 
AD foram a capacidade de inibição do enzima acetilcolinesterase (AChE) e a actividade antioxidante 
(quantificada pela capacidade do extracto extinguir o radical DPPH). 
O primeiro passo deste trabalho foi a realização de um estudo comparativo entre sementes de F. 
vulgare de diferentes origens. Os estudos de metabolismo, bem como a caracterização da composição 
química foram efectuados com o extracto que apresentou melhores valores de IC50 (concentração que 
inibe 50 % da actividade do enzima) e EC50 (concentração que induz 50 % de extinção do radical DPPH). 
O extracto escolhido apresentava valores de IC50 de 1,68±0,04 mg/mL e de EC50 de 23,14±0,72 µg/mL, e 
foi proposto que a sua composição química seria ácido clorogénico (ácido 5-cafeoilquínico), rutina 
(quercetina 3-O-rutinósido), miquelianina (quercetina 3-O-glucurónido), ácido 1,5-dicafeoilquínico e 
ácido 1,4-dicafeoilquínico. Após a caracterização química e biológica do extracto aquoso de F. vulgare 
foram realizados ensaios de metabolismo, in vitro, para a avaliação das alterações químicas e biológicas 
que ocorrem após a sua ingestão oral. Estes estudos metabólicos incidiram sobre o metabolismo 
gastrointestinal e hepático, concluindo-se que as alterações mais relevantes a nível químico ocorrem no 
intestino, mediante a acção de enzimas da microflora (ensaio realizado com β-glucuronidase de 
Escherichia coli). A nível biológico as actividades estudadas variaram apenas ligeiramente durante os 
processos estudados. 
Como estudo preliminar, realizaram-se também ensaios sobre a acção do extracto aquoso de F. vulgare 
na inibição de glucosiltransferases de bactérias com potencial formador de cáries. Este tipo de estudos 
incidiu sobre a mediação inflamatória no decorrer da AD, uma vez que o desenvolvimento de doenças 
do foro dentário induz a produção de moléculas pró-inflamatórias que podem acelerar o progresso da 
AD. Embora os resultados não tenham revelado um potencial farmacêutico do F. vulgare nesta área, 
muito trabalho pode ainda ser realizado sobre outros aspectos não focados. 
Em suma, o extracto aquoso de F. vulgare estudado neste trabalho, revelou que os compostos 
presentes em solução apresentam um potencial farmacológico que merece ser tido em conta. A 
realização de estudos posteriores para um melhor conhecimento dos processos metabólicos desde a 
sua ingestão até à sua chegada ao local de acção pretendido (cérebro) deve ser levada a cabo. 
Palavras-chave: acetilcolinesterase, actividade antioxidante, doença de Alzheimer, Foeniculum vulgare, 
metabolismo, polifenóis.  
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Abstract 
In recent years interest in natural products has increased, particularly with regard to its application to 
diseases. One of the advantages of natural compounds use, compared to synthetic ones, focuses on its 
broad spectrum of action, which is due, in large part, to the antioxidant activity. 
This study assessed the therapeutic potential of Foeniculum vulgare against Alzheimer's disease (AD) 
and the processes involved in its metabolism. The parameters used for the analysis of aqueous extract 
of F. vulgare as a source of compounds capable of action in the treatment of AD, were the ability to 
inhibit the enzyme acetylcholinesterase (AChE) and antioxidant activity (measured by the ability of the 
extract to extinguish the DPPH radical). 
The first step of this study was to conduct a comparative analysis of seeds of F. vulgare from different 
sources and, for the metabolic studies, were chosen the one which showed better values of IC50 
(concentration that inhibits 50 % of the activity of the enzyme) and EC50 (concentration that induces 50 
% of extinction of DPPH radical) and chemical composition. The extract was chosen for IC50 values of 
1.68±0.04 mg/ml and EC50 of 23.14±0.72 µg/mL, and it was proposed that the chemical composition 
would be chlorogenic acid (5-caffeoylquinic acid), rutin (quercetin 3-O-rutinoside), miquelianin 
(quercetin 3-O-glucuronide), 1,5-dicaffeoylquinic acid and 1,4-dicaffeoylquinic acid. After chemical and 
biological characterization of the aqueous extract of F. vulgare metabolism tests were performed in vitro 
for the evaluation of chemical and biological changes that occur after their oral ingestion. These 
metabolic studies have focused on the gastrointestinal and liver metabolism, concluding that the most 
important chemical changes occur in the intestine through the action of enzymes of the microflora (test 
performed with β-glucuronidase from Escherichia coli). The biological activities studied varied only 
slightly during the processes studied. 
As a preliminary study, there were also performed assays on the action of aqueous extract of F. vulgare 
in the inhibition of glucosiltransferases of bacteria with potential precursor of caries. This type of study 
focused on the inflammatory mediation during the AD, since the development of diseases of the dental 
forum induce the production of pro-inflammatory molecules that can accelerate the progress of AD. 
Although results have not revealed a pharmaceutical potential to F. vulgare in the field, much work can 
be done on other issues not addressed. 
In short, the aqueous extract of F. vulgare studied in this work showed that the compounds in solution 
have a potential drug that should be taken into account, as well as the conduct of further studies for 
better understanding of metabolic processes from their intake until they reach the desired site of action 
(brain). 
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Devido aos efeitos medicinais associados às plantas é cada vez mais relevante determinar o seu 
conteúdo, tanto qualitativa como quantitativamente. A planta estudada neste trabalho, Foeniculum 
vulgare, desde há muito que é usada como agente terapêutico. As sementes desta planta foram 
avaliadas, em solução aquosa, quanto à sua eventual aplicabilidade na terapêutica da doença de 
Alzheimer (do inglês Alzheimer’s Disease). 
 
1 Fitoterapia 
O conhecimento sobre plantas tem acompanhado a evolução do homem desde sempre (Proença da 
Cunha A. et al., 2007). Durante as últimas décadas, tem havido uma renovada consciencialização do 
potencial da medicina natural, que é reforçada pelo crescente interesse dos consumidores 
relativamente a ingredientes de fontes naturais e também pelas preocupações relacionadas com efeitos 
adversos, causados pelos fármacos sintetizados. Como consequência, vários compostos químicos têm 
sido isolados e propostos como responsáveis, em alguma medida, pelas acções biológicas encontradas 
em algumas plantas (Tognolini M. et al., 2007). 
O desenvolvimento da química analítica, designadamente, através de métodos cromatográficos, 
espectrofotométricos e radioimunológicos, apoiados em aparelhos cada vez mais sofisticados, tem 
permitido um melhor conhecimento da composição química dos fármacos vegetais e da estrutura dos 
seus componentes activos (Proença da Cunha A. et al., 2007).  
Mesmo tendo em conta toda a investigação realizada até ao momento, esta acaba por ser uma pequena 
parte do que ainda está por fazer, já que é grande o número de plantas ainda não estudadas, tanto no 
sentido de uma utilização directa, como na obtenção de novos constituintes activos, ou, muito 
simplesmente, de novas moléculas que possam servir para preparar por semi-síntese compostos 
farmacologicamente activos (Proença da Cunha A. et al., 2007). 
 
2 Foeniculum vulgare 
O funcho (Foeniculum vulgare) pertence à família das Apiáceas (Tabela 1) e é uma planta conhecida e 
usada pela espécie humana desde a antiguidade (Oktay M. et al., 2003). A espécie vulgare tem três 
variedades: vulgare, dulce e azoricum. O funcho amargo (F. vulgare Miller var. vulgare) é uma planta 
silvestre perene com frutos com um gosto amargo. O tipo doce (F. vulgare Miller var. dulce) é anual ou 
bienal, tem frutos pequenos de sabor doce e é a forma de funcho que é cultivada (Coge B. et al., 2008). 
A variante azoricum (F. vulgare Miller var. azoricum) é utilizada, principalmente, como vegetal devido ao 
seu grande tubérculo (Conforti F. et al., 2006).  
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Quadro 1 Caracterização taxonómica do F. vulgare (adaptado 







O F. vulgare é nativo do Sul da Europa, principalmente da zona envolvente ao mar Mediterrâneo, 
embora seja cultivado em todos os continentes e, durante séculos, o seu fruto foi utilizado na medicina 
tradicional na Europa e na China (Oktay M. et al., 2003; Birdane F. et al., 2007). As sementes desta 
planta são usadas para formulações salgadas, molhos, licores, confeitaria, entre outros, enquanto as 
raízes são consumidas, frescas em saladas ou cozinhadas. É ainda de referir que devido ao forte aroma a 
anis, o F. vulgare é muitas vezes confundido com a Pimpinella anisum (o anis), uma espécie aparentada, 
mas muito diferente (Oktay M. et al., 2003).  
2.1 Descrição botânica 
Morfologicamente, o F. vulgare é uma planta com múltiplos caules elevados, com até dois metros de 
altura. Tem tonalidade verde intenso tornando-se azulada quando em locais com pouca humidade e 
intensa radiação solar. As folhas são longas (até 40 cm), estreitas e finamente dissecadas, com cerca de 
0,5 mm de diâmetro, muito flexíveis, mas que, quando expostas à secura, 
endurecem exteriormente para evitar a perda de água. Nos terminais, são 
produzidas inflorescências compostas, com 5 a 15 cm de diâmetro, 
contendo 20 a 50 flores pediceladas inseridas num único ponto do ápice da 
inflorescência, sobre pedúnculos curtos. As flores têm entre 2 a 5 mm de 
diâmetro e são amarelas a amarelo-esverdeadas. O fruto é uma semente 
seca, fortemente aromática, ovóide, de 4 a 9 mm de comprimento e 2 a 4 
mm de largura, achatada e com cortes longitudinais simétricos de ambos os 
lados. A raiz é rizomatosa, esbranquiçada e muito suculenta, armazenando 
grande quantidade de água (Wright C. et al., 2007; Conforti F. et al., 2006) 
(Figura 1). 
2.2 Uso etnobotânico 
O interesse renovado pelos produtos naturais em oposição aos sintéticos, tem vindo a focar-se nas 
plantas como fonte de compostos aromatizantes e com actividade farmacológica. A utilização do F. 
vulgare, durante séculos, como planta aromática e também na medicina popular, deve-se às 
propriedades farmacológicas do seu óleo essencial (Oktay M. et al., 2003). Tipicamente, a planta e as 
suas preparações são usadas para tratar várias desordens, devido aos seus efeitos como agente 
carminativo, digestivo, lactogogo (aumentar a lactação em grávidas) e diurético anti-espasmódico (Joshi 







Espécie F. vulgare 
Figura 1 Morfologia do F. 
vulgare (adaptado de 
www.biolib.de). 
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Tanto as sementes como as folhas e os calos são usados medicinalmente, mas são as sementes a parte 
da planta mais activa, sendo, por isso, a mais utilizada (Conforti F. et al., 2006). As sementes de F. 
vulgare têm compostos com capacidade para regular a menstruação, aliviar os sintomas da síndrome de 
climatério feminino e aumentar a líbido (Birdane F. et al., 2007). Além disso, favorecem o 
melhoramento de várias desordens leves, tais como indigestão, bronquite, tosse e dor de garganta 
(Coge B. et al., 2008). Devido aos seus efeitos anti-espasmódicos, as sementes de F. vulgare também 
podem ser utilizadas nas cólicas dos bebés e em alguns distúrbios respiratórios (Birdane F. et al., 2007). 
São também relatados efeitos antioxidantes, efeitos na redução de triacilgliceróis no soro e no fígado, 
actividade anti-HIV e capacidade de sequestro de radicais livres (Joshi H. e Parle M., 2006).  
Embora o F. vulgare apresente as actividades farmacológicas acima descritas, o mecanismo exacto 
subjacente a estas acções ainda não é claro. No entanto, já foi sugerido um mecanismo multifactorial, 
envolvendo as propriedades antioxidantes (Birdane F. et al., 2007). 
2.3 Caracterização fitoquímica 
As sementes de F. vulgare contêm 1-4% de óleo essencial e aproximadamente 20% de ácidos gordos. Os 
principais constituintes do óleo essencial são o trans-anetol e a fenchona e as diferentes variedades de 
F. vulgare devem-se à variação das quantidades destes compostos no óleo essencial (Coge B. et al., 
2008).  
Em extractos aquosos e etanólicos de F. vulgare foi reportado um elevado conteúdo fenólico e uma 
elevada actividade antioxidante (Oktay M. et al., 2003). Parejo I. et al. (2004b) identificaram 42 
compostos fenólicos, 27 dos quais foram encontrados no F. vulgare pela primeira vez. Os analitos de 
interesse identificados em extractos aquosos de F. vulgare são seis ácidos fenólicos (ácidos 3-O-, 4-O- e 
5-O-cafeoilquínicos e ácidos 1,3-O-, 1,4-O- e 1,5-O-dicafeoilquínicos), três flavonóides (eriodictiol-7-O-
rutinósido, quercetina-3-O-rutinósido e quercetina-3-O-glucurónido) e ácido rosmarínico (Krizman M. et 
al., 2007) (Figuras 2-6). 
 
Ácido 3-O-cafeoilquínico R1 = R3 = R4 = H, R2 = cafeoil 
Ácido 5-O-cafeoilquínico R1 = R2 = R3 = H, R4 = cafeoil 
Ácido 4-O-cafeoilquínico R1 = R2 = R4 = H, R3 = cafeoil 
Ácido 1,3-O-dicafeoilquínico R3 = R4 = H, R1 = R2 = cafeoil 
Ácido 1,5-O-dicafeoilquínico R2 = R3 = H, R1 = R4 = cafeoil 
Ácido 1,4-O-dicafeoilquínico R2 = R4 = H, R1 = R3 = cafeoil 
Figura 2 Estrutura dos ácidos fenólicos identificados 
em extractos aquosos de F. vulgare (Parejo I. et al., 
2004b). 
 
Figura 3 Estrutura do eriodictiol-7-O-rutinósido 
(eriocitrina) identificado em extractos aquosos de F. 
vulgare (Parejo I. et al., 2004b). 
Cafeoil =  
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Figura 4 Estrutura da quercetina-3-O-rutinósido 
(rutina) identificado em extractos aquosos de F. 
vulgare (Parejo I. et al., 2004b). 
 
Figura 5 Estrutura da quercetina-3-O-glucurónido 
(miquelianina) identificado em extractos aquosos de F. 
vulgare (Parejo I. et al., 2004b). 
 
Figura 6 Estrutura do ácido rosmarínico identificado 
em extractos aquosos de F. vulgare (Parejo I. et al., 
2004b). 
 
3 Polifenóis nas plantas 
Os polifenóis são um grupo diverso de metabolitos secundários das plantas, possuem um anel 
aromático com um ou mais substituintes hidroxilo e, normalmente, ocorrem sob a forma de glicósidos 
ou ésteres nas plantas (Petti S. e Scully C., 2009). Estes compostos contribuem para a fisiologia vegetal 
em aspectos como a pigmentação, o crescimento, a reprodução e a resistência das plantas a agentes 
patogénicos e predadores e são também responsáveis pela adstringência e amargura dos alimentos e 
bebidas derivados de plantas (Rossi L. et al., 2008). 
Já foram caracterizados cerca de 10000 compostos fenólicos de origem vegetal, que vão desde simples 
moléculas a compostos altamente poliméricos (Rossi L. et al., 2008). Do ponto de vista químico, os 
polifenóis podem ser divididos em várias classes, que incluem fenóis simples, ácidos fenólicos, 
coumarinas, taninos e flavonóides, sendo esta última a mais representativa (Rossi L. et al., 2008; Petti S. 
e Scully C., 2009). 
3.1 Flavonóides 
Os flavonóides são um grupo de cerca de 4000 compostos polifenólicos, com 
uma grande variedade de estruturas fenólicas, que lhes conferem propriedades 
únicas, podendo ser responsáveis pelos benefícios atribuídos às plantas (Gomes 
A. et al., 2008). Estes compostos são também reconhecidos como os pigmentos 
responsáveis pela cor das folhas no Outono e pelos vários tons de amarelo, 
laranja e vermelho nas flores e nos alimentos (Celik I. e Isik I., 2008). No 
metabolismo dos flavonóides, o primeiro a ser produzido é a 2-hidroxicalcona. Este flavonóide forma o 
núcleo central para todos os outros flavonóides, que são obtidos por meio do fecho posterior do anel. 
Figura 7 Estrutura base 
dos flavonóides 
(Stalikas C., 2007). 
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Os flavonóides são caracterizados como contendo uma estrutura comum que consiste em dois anéis 
aromáticos (A e B) (Figura 7) que estão ligados por três átomos de carbono e se combinam com um 
átomo de oxigénio e dois átomos de carbono do anel aromático A, formando-se assim um terceiro anel 
heterocíclico de seis unidades (anel C) (Figura 7) (Gomes A. et al., 2008). Em função da sua estrutura 
molecular (estado de oxidação, grupos funcionais do anel C e ligação entre o anel B e o anel C), os 
flavonóides podem ser divididos em dois grupos: antocianinas e antoxantinas. As antocianinas são 
pigmentos solúveis em água, responsáveis pela pigmentação das flores e dos frutos. As antoxantinas são 
incolores e incluem flavonas, flavonóis, isoflavonas, flavanos, flavanóis, flavanonóis e flavanonas (Figura 
8) (Rossi L. et al., 2008). Dentro das várias classes, ainda é possível uma maior diferenciação, desde que 
ocorram outras modificações, como, por exemplo, glicosilação dos grupos hidroxilos para formar 
flavonóides O-glicósidos (Gomes A. et al., 2008).  
 
Figura 8 Esquema representativo das várias classes de polifenóis (adaptado de Rossi L. et al., 2008). 
Em geral, os flavonóides ocorrem nas plantas sob a forma de O-glicósidos, em que um ou mais grupos 
hidroxilos do flavonóide estão ligados a um resíduo glicídico. O local preferido de glicosilação nas 
flavonas, isoflavonas e flavanonas é o grupo 7-OH, nos flavonóis é o grupo 3-OH e nas antocianinas são 
os grupos 3- e 5-OH. A D-glucose é o resíduo glicídico mais frequentemente adicionado mas também 
existem adições de arabinose, galactose, glucoramnose, lignina, L-ramnose, xilose e ácido glucurónico. 
Os flavonóides glicosilados mais estudados são a rutina, uma quercetina-3-O-glucose-ramnose (também 
conhecida como quercetina-3-rutinósido) e a quercitrina (quercetina-3-O-ramnose) (Gomes A. et al., 
2008). 
3.2 Absorção e Metabolismo de Flavonóides 
Como mencionado acima, a maioria dos flavonóides ocorre nas plantas como flavonóides O-glicósidos 
(Gomes A. et al., 2008). A glicosilação influencia as características físicas, químicas e biológicas, bem 
como as propriedades dos flavonóides (Petti S. e Scully C., 2009). 
O destino dos flavonóides O-glicósidos no estômago ainda não está bem esclarecido. No entanto, a 
maioria deles parece resistir à hidrólise ácida no estômago e assim chegar intacta ao duodeno. O 
intestino delgado é um dos órgãos principais responsáveis pela absorção e metabolização dos 
flavonóides (Gomes A. et al., 2008). A absorção pelo intestino delgado é afectada pela glicosilação e por 
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factores como a dimensão molecular, o grau de polimerização e a solubilidade dos flavonóides. No 
intestino, os polifenóis são submetidos à acção de enzimas digestivos como glicosidases e proteases e, 
como tal, a sua disponibilidade sistémica pode ser muito reduzida após a administração oral (Rossi L. et 
al., 2008). Os microrganismos intestinais também são responsáveis pela degradação dos polifenóis em 
aglíconas (forma não-conjugada do flavonóide) e, ocasionalmente, pela produção de vários ácidos 
aromáticos simples (Petti S. e Scully C., 2009). As aglíconas são hidrófobas e podem ser transportadas 
através das membranas por difusão passiva. Contudo, os glicósidos correspondentes são mais 
hidrofílicos, diminuindo a possibilidade de transporte passivo. Com excepção das antocianinas, a maioria 
dos flavonóides glicosilados são hidrolisados antes da absorção, quer no lúmen quer nas células do 
intestino. Após a hidrólise e antes de chegarem ao fígado, as aglíconas podem sofrer reacções de 
conjugação no intestino delgado, formando conjugados glucuronados, sulfatados e/ou metilados, que 
entram na circulação sistémica (Gomes A. et al., 2008). 
Os flavonóides que são absorvidos pelo epitélio intestinal passam então à biotransformação no fígado 
(Rossi L. et al., 2008). No fígado, o principal órgão envolvido no metabolismo dos flavonóides, as 
aglíconas e os seus derivados conjugados podem sofrer reacções de hidroxilação, metilação e redução 
mas, em geral, ocorrem reacções de conjugação com ácido glucurónido ou sulfato, levando a um 
aumento do grau de glucuronidação e sulfatação (Gomes A. et al., 2008). 
Além de informações relativas aos mecanismos subjacentes à absorção e metabolismo dos flavonóides, 
um ponto fundamental para a compreensão da sua bioactividade e potenciais efeitos sobre a saúde é o 
conhecimento sobre a natureza e a concentração dos seus metabolitos no plasma (Gomes A. et al., 
2008). Estes aspectos são bastante importantes quando se extrapolam os efeitos observados em 
estudos in vitro para aplicações in vivo, nomeadamente a nível cerebral (Rossi L. et al., 2008). 
3.3 Actividades biológicas dos Flavonóides 
Os flavonóides são amplamente distribuídos nos alimentos e bebidas de origem vegetal, como as 
infusões tradicionais de plantas e a sua ingestão na dieta tem sido considerada como benéfica para a 
saúde (Celik I. e Isik I., 2008). Como consequência, tem havido um crescente interesse em conhecer o 
conteúdo da dieta em compostos flavonólicos, tendo já sido identificados e quantificados vários 
compostos em diversos alimentos e bebidas. As informações relacionadas com este tema são vastas e, 
muitas vezes, não são consensuais, devido à variedade de factores que podem afectar o teor de 
flavonóides nos alimentos. Estes factores incluem as espécies, o cultivo, a fertilidade, a época, o clima e 
o grau de maturação das plantas e a preparação e processamento dos alimentos. Os resultados dos 
ensaios de quantificação também podem variar conforme o procedimento analítico utilizado (Gomes A. 
et al., 2008). 
As potenciais propriedades promotoras da saúde dos flavonóides estão principalmente focadas nos seus 
efeitos antioxidantes. Contudo, estes compostos apresentam outros efeitos benéficos para a saúde, 
nomeadamente actividade anti-inflamatória (Vafeiadou K. et al., 2009), anti-microbiana (Drago L. et al., 
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2007) e anti-osteoporótica (Morrow R. et al., 2009). Estes compostos também são considerados como 
tendo efeitos positivos em doenças associadas à idade, como doenças cardiovasculares (Agouni A. et al., 
2009), neurodegenerativas (Ames B. et al., 1993) e algumas formas de cancro (Hirpara K. et al., 2009; 
Tanaka T. et al., 1993). 
3.4 ROS, RNS e Stress oxidativo  
Vários estudos in vitro revelam que os flavonóides presentes em infusões de plantas têm fortes 
capacidades antioxidantes e propriedades de quelatação de metais, podendo, portanto, proteger as 
células e os tecidos contra espécies reactivas de oxigénio (Celik I. e Isik I., 2008). 
As espécies reactivas de oxigénio (do inglês Reactive Oxygen Species), como os radicais superóxido (O2
•-
), hidroxilo (OH•) e peróxido de hidrogénio (ROOH•) e as espécies reactivas de azoto (do inglês Reactive 
Nitrogen Species), como o óxido nítrico (NO) e dióxido de azoto (NO2), são produzidas normalmente 
durante o consumo de oxigénio, durante o metabolismo oxidativo de algumas substâncias e em caso de 
infecção. As células mantêm o equilíbrio entre a produção de ROS e RNS e a sua desintoxicação através 
de mecanismos de antioxidação, que incluem sistemas antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos 
(Steele M. et al., 2007).  
Quando o equilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes tende a favor dos pró-oxidantes gera-se stress 
oxidativo. Este processo leva a uma oxidação de biomoléculas indevida originando a produção elevada 
de radicais livres que podem danificar células e tecidos de várias formas. Alguns exemplos de danos 
oxidativos são as alterações das funções de enzimas (devido à modificação da estrutura terciária), 
destruição de proteínas estruturais, mutações no DNA (do inglês DeoxyriboNucleic Acid) e oxidação de 
lípidos de membrana (levando à disfunção da membrana e lise celular) (Steele M. et al., 2007).  
A actividade antioxidante dos flavonóides está relacionada com o número de grupos hidroxilo presentes 
nos anéis aromáticos A e B e com a presença de uma ligação dupla C2-C3. O mecanismo antioxidante 
baseia-se na doação de um átomo de hidrogénio e na formação de um radical fenoxilo que sofre 
estabilização, quer pela libertação de mais um átomo de hidrogénio, quer pela reacção com outro 
radical (Rossi L. et al., 2008). 
Estudos in vitro e in vivo têm demonstrado que o mecanismo de acção dos flavonóides se estende para 
além da modulação do stress oxidativo, nomeadamente a nível da regulação da transdução de sinal e da 
expressão génica, redução da imobilização de leucócitos, indução da apoptose, proliferação celular e 
inibição da angiogénese e actividade fitoestrogénica (Petti S. e Scully C., 2009).  
 
4 Doença de Alzheimer 
As doenças neurodegenerativas afectam actualmente um número crescente de pessoas em todo o 
mundo, sendo muitas vezes devastantes, não só para o paciente, mas também para a sua família e para 
a sociedade em geral (Selkoe D., 2002).  
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A doença de Alzheimer (AD) foi identificada pela primeira vez há cerca de um século, por Alois 
Alzheimer, e é a causa mais comum de demência na população idosa (Behl C., 1997). Esta doença afecta 
cerca de 3-4% da população de 65 anos de idade e aumenta exponencialmente em mais de um terço em 
pessoas com mais de 85 anos. De acordo com a organização mundial de saúde (OMS, 2006), em 2010, 
cerca de 35 milhões de pessoas vão sofrer de AD nos países industrializados (Adams M. et al., 2007). Os 
principais aspectos clínicos desta doença são diminuição progressiva da memória, declínio cognitivo e 
alterações comportamentais como paranóia, delírio, perda de adaptação social e declínio progressivo na 
linguagem, que são consequência de uma perda maciça e progressiva de neurónios em várias regiões do 
cérebro (Vasto S. et al., 2008). 
A AD é uma doença complexa e multifactorial, pode ser determinada geneticamente (AD precoce ou 
familiar) ou ser consequência da interacção de factores genéticos com factores ambientais (AD tardia ou 
esporádica) (Kamer A. et al., 2008). A maioria dos casos de AD é de início tardio (> 65 anos de idade) e, 
embora não seja determinada geneticamente, os factores genéticos desempenham um papel 
importante na determinação do risco de início. No caso da AD familiar, as mutações autossómicas 
dominantes responsáveis pelo seu aparecimento precoce parecem ocorrer nos genes da proteína 
precursora amilóide (do inglês Amyloid Precursor Protein), da presenilina-1 (PS1) e da presenilina-2 
(PS2), levando a um aumento da produção de péptido Aβ42 (Vasto S. et al., 2008). Além do 
envelhecimento, que é o factor de risco mais evidente desta doença, estudos epidemiológicos têm 
sugerido associações entre vários factores. Algumas delas podem estar ligadas a uma reduzida 
capacidade de reserva do cérebro, como tamanho reduzido, baixo nível educacional e profissional, baixa 
capacidade mental no início da vida e actividade física e mental reduzidas durante uma fase mais tardia 
da vida. Outros factores de risco estão associados a doenças vasculares, incluindo hipercolesterolémia, 
hipertensão, aterosclerose e doença arterial coronária, tabagismo, obesidade e diabetes (Blennow K. et 
al., 2006).  
4.1 Caracterização patológica 
Histopatologicamente, a AD caracteriza-se pela deposição extracelular de placas amilóides, pela 
deposição intracelular de emaranhados (do inglês tangles) neurofibrilhares e pela perda selectiva de 
neurónios (Selkoe D., 2002) (Figura 9). 
As placas amilóides extracelulares são constituídas por componentes celulares cerebrais e resultam da 
acumulação de várias proteínas e de uma reacção inflamatória em volta de depósitos de péptido β-
amilóide (do inglês β-Amyloid). As fibrilhas amilóides agregadas e os mediadores inflamatórios 
segregados pela microglia e pelos astrócitos contribuem de igual modo para a distrofia neuronal. O 
péptido Aβ é produzido pela clivagem da proteína precursora amilóide (APP), por uma série de 
proteases (Figura 9). A APP é uma glicoproteína transmembranar amplamente expressa, produzida no 
retículo endoplasmático e altamente envolvida no crescimento de neurónios e dendrites, bem como na 
formação de sinapses. O papel catabólico da APP é influenciado por enzimas como α-, β- e γ-secretases. 
De acordo com os diferentes enzimas, são produzidas diferentes formas e em diferentes quantidades de 
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péptido Aβ. Este péptido é originado por duas vias competitivas: amiloidogénica e não-amiloidogénica. 
A via amiloidogénica baseia-se na acção dos proteases β- e γ-secretase, que catalisam a libertação dos 
N- e C-terminal da proteína, produzindo as isoformas Aβ40 e Aβ42, respectivamente. Na via não-
amiloidogénica, a α-secretase protege a proteína das alterações amiloidogénicas clivando no interior da 
sequência Aβ (Figura 9). O péptido Aβ40, que constitui a maior parte (90%) de proteína Aβ secretada, é 
mais solúvel e menos amiloidogénico quando comparado com a isoforma Aβ42 (Vasto S. et al., 2008). Em 
condições normais, a remoção do péptido Aβ cerebral é feito por peptidases e por mecanismos de 
transporte equilibrados pelo efluxo e influxo de péptido Aβ na barreira hematoencefálica. A hipótese da 
cascata amilóide como causa da AD, ou seja, que o péptido Aβ está na base do desencadeamento da AD, 
sugere que existe um desequilíbrio entre a produção e a remoção de péptido Aβ do cérebro. O péptido 
Aβ solúvel sofre uma série de alterações conformacionais, tornando-se propenso a agregar em 
oligómeros solúveis e fibrilhas maiores insolúveis. Neste processo, a isoforma amiloidogénica Aβ42 
desencadeia o enrolamento incorrecto de outras formas de péptido Aβ. Inicialmente, a neurotoxicidade 
do péptido Aβ apenas foi associada ao péptido Aβ depositado em placas, mas dados posteriores 
sugerem que os oligómeros solúveis de Aβ também podem ser responsáveis por este processo, devido à 
inibição da potenciação de longo prazo do hipocampo e à perturbação da plasticidade sináptica 
(Blennow K. et al., 2006).  
Os emaranhados neurofibrilhares são depósitos intracelulares de filamentos hiperfosforilados 
degenerados, que resultam da agregação da proteína microtubular tau (Toiber D. et al., 2008). Em 
neurónios saudáveis, a principal função da proteína tau é a estruturação e estabilização dos 
microtúbulos (estruturas fibrosas largamente responsáveis pela comunicação e transporte no interior da 
célula). No entanto, a proteína tau encontrada nos emaranhados neurofibrilhares está anormalmente 
fosforilada (hiperfosforilada), tornando-se incapaz de se ligar aos microtúbulos. A destabilização dos 
microtúbulos leva a metabolismo proteico inadequado, perturbações na sinalização celular e falhas 
sinápticas (Steele M. et al., 2007).  
À medida que as alterações celulares progridem, os neurónios vão morrendo em zonas específicas do 
cérebro, como hipocampo, córtex e áreas associadas ao neocórtex, causando desorientação, demência 
e alterações graves na personalidade e nas interacções sociais (Vasto S. et al., 2008).  
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Figura 9 Resumo da patogénese da AD (Adaptado de Cummings J., 2004). 
 
4.2 Acetilcolina e neurotransmissão 
A acetilcolina (do inglês Acetylcholine) é um neurotransmissor tanto do sistema nervoso periférico 
(SNP), como do sistema nervoso central (SNC). No SNP, encontra-se na junção neuromuscular e é o 
principal neurotransmissor do sistema nervoso autónomo (SNA). No SNC, está associada a acções 
excitatórias e está na base do sistema colinérgico. Quimicamente, é um éster de colina (2-acetoxi-N,N,N-
trimetiletanamina) sintetizado nos terminais nervosos colinérgicos a partir de colina e de acetilcoenzima 
A, sendo a reacção catalisada pelo enzima colina acetiltransferase (EC 2.3.1.6) (Greenstein, 2000).  
A ACh sintetizada é empacotada e armazenada em vesículas e quando o axónio motor é estimulado, há 
fusão das vesículas com a membrana do neurónio (Greenstein, 2000). A ACh é libertada de forma 
maciça (vários milhares de moléculas) e difunde-se pela fenda sináptica até aos receptores nicotínicos 
de ACh localizados na membrana pós-sináptica, produzindo um potencial pós-sináptico excitatório na 
fibra muscular, que, em última instância, resulta na contracção muscular (Siegel A. e Sapru H., 2006) 
(Figura 10). 
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Após a transmissão de sinal, a ACh libertada é 
inactivada pelo enzima acetilcolinesterase (do 
inglês Acetylcholinesterase – EC 3.1.1.7), 
presente na base da membrana da placa 
motora. A AChE é sintetizada no retículo 
endoplasmático do corpo celular do neurónio 
pré-sináptico e é transportada para o seu local 
de actividade através de microtúbulos 
axoniais. Este enzima hidrolisa a ACh, no 
espaço extracelular das junções, a colina e a 
acetato. A colina libertada nesta reacção 
reentra no terminal nervoso e é novamente 
usada para a síntese de ACh (Siegel A. e Sapru 
H., 2006) (Figura 10). 
Na AD, a morte apoptótica das células leva ao encolhimento cortical do cérebro, acompanhado pela 
perda maciça de neurónios colinérgicos e, como consequência, há uma diminuição de ACh. Estes dados 
apontam para o tratamento da AD por terapia de reposição de ACh, no entanto, ainda não foram 
encontrados resultados evidentes no melhoramento dos sintomas da doença, indicando que os 
mecanismos da degeneração neuronal na AD devem estar envolvidos em múltiplos sistemas de 
transmissão (Vasto S. et al., 2008). 
4.3 Acetilcolinesterase  
A primeira estrutura tridimensional de AChE foi obtida em Torpedo californica (TcAChE) e permitiu uma 
melhor compreensão dos elementos estruturais subjacentes à especificidade e poder catalítico deste 
enzima (Sussman J. et al., 1991). As estruturas dos domínios catalíticos da AChE de T. californica, rato e 
humano são bastante similares. Em todos os casos, o centro activo encontra-se no fim de um longo 
canal de 20 Å a partir da superfície do enzima e um grupo de cadeias laterais aromáticas estabelecem 
um ponto de estrangulamento do canal (Shen T. et al., 2002). O mecanismo de acção da AChE é 
semelhante ao de proteases de serina. A serina na posição 200 ataca nucleofilicamente o grupo 
carbonilo da ACh, deslocando a colina de modo a formar um intermediário acil-AChE. Em seguida, uma 
molécula de água desloca o grupo acilo para regenerar o enzima e libertar ácido acético (Shen T. et al., 
2002). 
Figura 10 Passos envolvidos na síntese e libertação de 
acetilcolina (Adaptado de Siegel A. e Sapru H., 2006). 
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Embora o processo de hidrólise ocorra na base do canal, a ligação inicial da ACh dá-se numa zona mais 
exterior, denominada local aniónico periférico. No fundo do canal, onde ocorre a hidrólise propriamente 
dita, existem quatro sublocais principais: local 
catalítico, cavidade oxianiónica, local aniónico e 
bolsa acilo. O local catalítico contém a maquinaria 
de catálise do enzima, que depende dos resíduos 
de aminoácidos serina200, histidina440 e 
glutamato327. A cavidade oxianiónica é composta 
por glicina118, glicina119 e alanina201. O local 
aniónico é em grande parte composto por resíduos 
aromáticos e contém triptofano84, fenilalanina330 
e glutamato199. A bolsa acilo consiste em 
fenilalanina288 e fenilalanina299 e desempenha 
um importante papel na limitação da dimensão 
dos substratos que são capazes de entrar no 
centro activo (Figura 11) (Houghton P. et al., 2006).  
 
4.4  Terapêuticas da AD 
O sistema colinérgico central é considerado o sistema neurotransmissor mais importante envolvido na 
regulação das funções cognitivas. Devido à omnipresença das vias colinérgicas centrais, todas as funções 
e comportamentos do SNC que já foram estudados são colinergicamente influenciados. A hipótese 
colinérgica é mais do que uma teoria sobre o envolvimento de um sistema transmissor isolado, parece 
também essencial para interagir com as características neuropatológicas basais da AD, uma vez que há 
formação de péptido -amilóide, hiperfosforilação da proteína tau, perda de neurónios piramidais 
corticais e perda de função de aminoácidos excitatórios (Ibach B. e Haen E., 2004). As várias estratégias 
de tratamento da AD têm-se baseado nesta hipótese e uma das aproximações mais promissora para o 
tratamento desta doença é prolongar a disponibilidade de acetilcolina no cérebro, usando inibidores da 
acetilcolinesterase (Ingkaninan K. et al., 2003). No entanto, têm surgido outras abordagens terapêuticas 
para melhorar a neurotransmissão colinérgica, como a utilização do precursor da colina e da lecitina e 
agonistas de receptores muscarínicos e nicotínicos. Este tipo de abordagens parecem melhorar a 
memória e a atenção em indivíduos jovens, mas não têm utilidade clínica comprovada em pacientes 
com AD (Blennow K. et al., 2006). 
Nas últimas décadas, têm vindo a emergir intervenções não-colinérgicas para o tratamento da AD. No 
entanto, o único fármaco não-colinérgico aprovado até à data é a memantina. Esta amina é antagonista 
do receptor do N-metil-D-aspartato (NMDA) e tem como função aumentar a cognição e as funções 
cerebrais através da reparação da homeostase do sistema glutamatérgico. O glutamato é o principal 
neurotransmissor excitatório no cérebro e, em condições normais, em conjunto com o receptor do N-
 
Figura 11 Regiões de ligação do substrato ao centro 
activo da acetilcolinesterase (Adaptado de Houghton P. 
et al., 2006) 
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metil-D-aspartato (NMDA), desempenha um papel importante nos processos de aprendizagem e 
memória. Sob condições anormais, como na AD, o aumento da actividade glutamatérgica pode levar a 
um baixo nível de activação de receptores NMDA, prejudicando as funções neuronais. A memantina, 
sendo um antagonista não-competitivo dos receptores NMDA, protege os neurónios da excitotoxicidade 
mediada pelo glutamato sem, no entanto, interferir com os receptores NMDA necessários para o 
funcionamento cognitivo fisiológico. Apesar da fundamentação teórica da neuroprotecção deste 
fármaco, os dados actuais são insuficientes para avaliar se este medicamento tem efeitos no 
desenvolvimento da AD. Porém, a memantina é, em geral, bem tolerada, tem poucos efeitos adversos e 
pode ser um coadjuvante útil em terapêuticas de pacientes com AD moderada a grave (Blennow K. et 
al., 2006). 
Existem ainda outras abordagens não-colinérgicas em ensaios clínicos com diferentes perfis 
farmacológicos, como inibidores da γ-secretase, imunoterapia com péptido Aβ, inibidores da 
fibrilhização do péptido Aβ, fármacos anti-tau, entre outros (Fernández-Bachiller M. et al., 2009). 
Estudos epidemiológicos também têm servido como base teórica para várias abordagens de tratamento 
da AD. De entre os estudos já realizados, são de salientar os efeitos produzidos por fármacos anti-
inflamatórios, fármacos diminuidores de colesterol, estrogénios e antioxidantes. Contudo, os efeitos 
protectores destes diferentes fármacos ou suplementos ainda são difíceis de confirmar em ensaios 
clínicos (Blennow K. et al., 2006).  
Além do combate às alterações histopatológicas da AD, outra vertente do tratamento a esta doença 
centra-se na utilização de antipsicóticos atípicos para melhorar as alterações comportamentais. Nas 
fases tardias da doença, são comuns sinais comportamentais, como agressão, agitação psicomotora e 
psicose (alucinações e delírios). Os antipsicóticos atípicos produzem menos efeitos adversos 
extrapiramidais neurolépticos do que os antipsicóticos convencionais e permitem aliviar este tipo de 
comportamentos (Blennow K. et al., 2006). 
4.5 Inibidores da acetilcolinesterase 
A perda neuronal colinérgica na área hipocampal é o principal aspecto da AD e o melhoramento da 
actividade colinérgica central pelo uso de inibidores de colinesterases é presentemente o suporte da 
farmacoterapia da demência senil (Mukherjee P. et al., 2007).  
O início da utilização de inibidores específicos da acetilcolinesterase (do inglês Acetylcholinesterase 
Inhibitors) no tratamento de AD data de 1979 quando foi estudada a eficácia clínica da Fisiostigmina. 
Infelizmente, este fármaco não apresentou uma razão benefício/risco suficientemente elevada para os 
doentes com AD. Contudo, este estudo pioneiro estimulou o desenvolvimento, bem sucedido, de uma 
nova geração de AChEIs, com perfil farmacocinético e farmacodinâmico acentuadamente melhorado 
(Ibach B. e Haen E., 2004). Os benefícios dos AChEIs são também reconhecidos para sintomas funcionais 
e comportamentais da AD. Considerando-se o mecanismo de acção dos inibidores da 
acetilcolinesterase, não se esperam alterações na direcção natural da AD, porém poderá existir uma 
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atenuação temporária de alguns sintomas. Globalmente, estes fármacos são seguros e os efeitos 
adversos são geralmente limitados a sintomas gastrointestinais, incluindo náuseas, vómitos e diarreia 
(Blennow K. et al., 2006).  
Os inibidores de colinesterases podem ser classificados de acordo com a sua eficácia farmacológica, 
existindo dois grupos principais, os inibidores de colinesterases não-selectivos (p.e. rivastigmina) e os 
inibidores da acetilcolinesterase (p.e. donezepil e galantamina). Os inibidores de colinesterases não-
selectivos inibem com a mesma eficácia dois enzimas, a acetilcolinesterase (AChE), que hidrolisa 
especificamente a acetilcolina (ACh), e a butirilcolinesterase (do inglês Butyrylcholinesterase), que 
hidrolisa não especificamente qualquer tipo de éster de colina (Blennow K. et al., 2006). Os grupos 
podem ainda ser subdivididos de acordo com a inibição bioquímica: inibidores reversíveis (p.e. tacrina e 
donezepil), inibidores pseudo-irreversíveis (p.e. rivastigmina) e inibidores irreversíveis (p.e. 
organosfosfatos) (Ibach B. e Haen E., 2004).  
Actualmente, os AChEIs aprovados na Europa para o tratamento da AD são a tetrahidroaminoacridina 
(THA, tacrina, Cognex®), o derivado da piperidina – donepezil (Aricept®), o carbamato rivastigmina 
(Exelon®) e, mais recentemente, a galantamina (Reminyl®), um alcalóide fenantreno, originalmente 
isolado a partir da família Amaryllidaceae (Ibach B. e Haen E., 2004).  
Em termos metabólicos, tanto o donepezil como a galantamina são metabolizados no fígado pelos 
enzimas do citocromo P450 (CYP2D6 e CYP3A4) podendo, assim, interagir com fármacos que inibem 
estes enzimas, como fluoxetina e paroxetina, o que resulta em efeitos adversos a nível colinérgico 
(Blennow K. et al., 2006). A rivastigmina não tem metabolismo hepático, tornando as interacções 
medicamentosas mais raras, no entanto, o seu curto tempo de vida necessita de uma aplicação duas 
vezes ao dia. Apesar dos diferentes balanços entre vantagens e desvantagens destes fármacos, os 
diferentes mecanismos de acção abrem um painel de combinações farmacológicas que podem melhorar 
a eficácia clínica aplicada à AD (Ibach B. e Haen E., 2004). 
4.6 Stress oxidativo na AD 
O stress oxidativo desempenha um papel crucial na patogénese de várias doenças, incluindo doenças 
neurodegenerativas (Butterfield D. et al., 2007). Nas células saudáveis existe um estreito equilíbrio entre 
a formação de espécies reactivas de oxigénio e ossistemas de defesa antioxidante, enzimáticos e não-
enzimaticos (Behl C., 1997). Um aumento dos níveis de produção e uma diminuição da remoção de 
radicais livres no cérebro conduz a um desequilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidantes, resultando 
num estado de stress oxidativo (Steele M. et al., 2007). 
O cérebro é particularmente vulnerável aos processos oxidativos devido à utilização de 20% de 
respiração aeróbia, resultando num aumento dos níveis de radicais livres, à dependência quase total dos 
neurónios de reacções de fosforilação oxidativa para produzirem energia sob a forma de adenosina 
trifosfato (ATP), às elevadas concentrações de enzimas hémicos e ácidos gordos poli-insaturados, que 
são facilmente oxidados pelos radicais livres, ao elevado metabolismo glicídico, que cria um ambiente 
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sensível ao stress oxidativo, e aos níveis relativamente baixos de antioxidantes e de enzimas de defesa 
antioxidante. Em comparação com outros tecidos, o cérebro é menos eficiente na eliminação de radicais 
livres (Steele M. et al., 2007).  
Durante os últimos anos, a análise post-mortem de cérebros de doentes AD tem revelado elevados 
níveis de produtos finais de oxidação, sob a forma de modificações oxidativas proteicas, oxidação de 
DNA e RNA e peroxidação dos lípidos de membrana (Steele M. et al., 2007). Os danos oxidativos nas 
biomoléculas referidas levam a disfunções celulares (Butterfield D. et al., 2007). A oxidação de 
proteínas, DNA e RNA pode ter efeitos deteriorativos a longo prazo, enquanto a oxidação de outros 
substratos, como lípidos de membrana, pode levar ao distúrbio imediato da integridade da membrana 
e, em último caso, à perda das funções da membrana (Behl C., 1997). Em cérebros de doentes AD, 
também ocorrem alterações patológicas nos enzimas mitocondriais, sugerindo uma desregulação do 
metabolismo energético, uma vez que os neurónios do SNC conduzem a sua energia quase 
completamente a partir da fosforilação oxidativa na cadeia respiratória dos mitocôndrios (Behl C., 
1997). 
A oxidação de proteínas pode levar à agregação ou dimerização de proteínas, além disso, também pode 
desencadear alterações conformacionais da proteína, havendo uma maior exposição de resíduos 
hidrófobos. Esta exposição induz a perda de carácter estrutural ou de actividade funcional e a agregação 
de proteínas, o que conduz à acumulação de proteínas oxidadas como inclusões citoplasmáticas. 
Exemplos destas inclusões são os emaranhados de proteína tau e as placas senis de péptido Aβ, 
características histopatológicas da AD. A acumulação de proteínas modificadas por oxidação pode 
resultar em alterações fisiológicas e patológicas, uma vez que perturba as funções celulares a nível de 
alterações na expressão proteica e na regulação génica, modulação da sinalização celular e indução de 
apoptose e necrose (Butterfield D. et al., 2007). 
O péptido Aβ pode induzir processos oxidativos directa ou indirectamente e esses eventos podem estar 
na base da neurotoxicidade deste péptido. Existem vários processos oxidativos associados ao péptido 
Aβ, entre eles a interacção directa dos agregados Aβ com as membranas neuronais, indução de outros 
radicais, incluindo RNS, por activação da microglia e radicalização do próprio péptido Aβ (Behl C., 1997).  
4.7 Inflamação e AD 
A inflamação é uma resposta celular e molecular para a eliminação das causas iniciais de danos celulares 
bem como as células necróticas ou os tecidos que resultam do dano primitivo. Embora os mecanismos 
moleculares envolvidos na etiologia e na patogénese da AD ainda não estejam completamente 
caracterizados, a inflamação no SNC parece ter um papel relevante (Vasto S. et al., 2008). A inflamação 
do cérebro ocorre claramente em regiões patologicamente vulneráveis dos doentes AD e os elementos 
celulares responsáveis pela resposta inflamatória consistem em microglia activada e astrócitos, 
acompanhados de pequenas acumulações de células T (McGeer E. e McGeer P., 2003).  
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As células da microglia são derivadas de células monocitárias imunocompetentes que entram no SNC 
durante o desenvolvimento embrionário e têm função semelhante aos macrófagos da periferia – 
remoção fagocitária de células apoptóticas (Chong Z. et al., 2005). O papel fisiológico da microglia é 
contribuir para o crescimento e sobrevivência dos neurónios e da envolvente astroglia, permanecendo 
num estado inerte (Stuchbury G. e Munch G., 2005). O péptido Aβ, o principal componente das placas 
senis, é quimiotáctico para as células microgliais, podendo activar a via citolítica microglial directa ou 
indirectamente levando, em último caso, ao agravamento da inflamação em AD (Behl C., 1997). A 
activação significativa da microglia parece ocorrer numa fase muito precoce da doença, antes de ocorrer 
um grave declínio cognitivo (McGeer E. e McGeer P., 2003). A activação da microglia envolve a sua 
transformação em células fagocitárias que são capazes de internalizar partículas, mas também têm 
capacidade de libertar espécies reactivas de oxigénio, proteases e várias citocinas, incluindo IL-1, IL-6, 
factor estimulador da colónia macrofágica e factor de necrose tumoral (Stuchbury G. e Munch G., 2005). 
Embora a secreção de citocinas e a activação da microglia sejam centrais para o processo de inflamação, 
não há provas concretas de que a microglia elimine ou diminua a deposição de péptido Aβ.  
Os astrócitos também são encontrados na proximidade das placas senis, mas parecem desempenhar 
funções nas fases iniciais da inflamação, uma vez que podem ser estimulados por IL-1 e IL-6 e são 
capazes de secretar proteínas do complemento. Os astrócitos podem desempenhar um novo papel no 
processo inflamatório, através da produção de óxido nítrico (NO). No entanto, o papel exacto do NO na 
activação da microglia e astrócitos e como desencadeador de neuroprotecção ao longo das fases da AD, 
ainda não foi completamente esclarecido (Stuchbury G. e Munch G., 2005).  
As células T têm como função o patrulhamento do SNC. A sua associação com a AD apenas significa um 
aumento deste patrulhamento. Todavia, as células T activadas também podem libertar os seus próprios 
mediadores inflamatórios, estimulando uma resposta específica (McGeer E. e McGeer P., 2003). 
A actual terapêutica para o tratamento sintomático de AD, como já foi referido, centra-se na utilização 
de inibidores da AChE. Esta abordagem fornece melhoras cognitivas a curto prazo, mas não previne ou 
retarda o aparecimento da doença. O benefício da terapia anti-inflamatória na AD continua a ser um 
tema de debate. A questão que se mantém é se a intervenção terapêutica que diminui a inflamação é 
benéfica ou prejudicial a longo prazo. Embora os neurónios possam sofrer menos stress e talvez 
sobreviver mais tempo, a regulação inflamatória pode causar uma diminuição na actividade da 
microglia, particularmente na sua capacidade, já limitada, de remover péptido Aβ, levando a uma rápida 
acumulação do péptido pró-inflamatório. Apesar disto, não há dúvida de que a recente elucidação dos 
processos inflamatórios responsáveis pela AD permitiu a identificação de vários alvos terapêuticos 
(Stuchbury G. e Munch G., 2005).  
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5 Cariogénese 
As doenças periodontais são um grupo de doenças inflamatórias que afectam os tecidos que suportam a 
dentição. As doenças periodontais mais prevalentes são causadas pela interacção de bactérias 
específicas com componentes da resposta imune do hospedeiro em indivíduos susceptíveis à doença e 
são actualmente classificadas como doenças gengivais induzidas por placa e periodontite crónica e 
agressiva. As doenças gengivais induzidas por placa (gengivites) são doenças inflamatórias limitadas à 
gengiva e são reversíveis com tratamento. Pelo contrário, a periodontite crónica e agressiva é 
irreversível e, em última instância, pode resultar em perda dentária (Kamer A. et al., 2008). 
A placa dentária é um biofilme complexo, mas caracteristicamente bacteriano que contém 
Streptococcus mutans e outras bactérias orais e os seus produtos e é o principal agente etiológico da 
cárie dentária e das doenças periodontais. A placa bacteriana é formada em duas fases diferentes: 
ligação inicial e reversível célula-superfície e posterior adesão dos microrganismos, forte e 
irreversivelmente. A última etapa deste processo depende de sacarose e envolve glucosiltransferases 
(GTases). As GTases utilizam a sacarose da dieta como substrato e dão origem a frutose e glucano. O 
glucano sintetizado por estes enzimas é insolúvel em água e facilita a capacidade dos microrganismos 
colonizarem sobre a superfície do dente e desenvolverem a placa bacteriana. A eliminação de bactérias 
cariogénicas é um passo fundamental na prevenção da cárie dentária (Tsai P. et al., 2007). 
A gengivite varia ao longo de um contínuo de gengivite precoce (inflamação leve a moderada) a 
gengivite consolidada (extenso biofilme, vermelhidão, edema, hemorragia e infiltrado inflamatório) para 
periodontite (perda de ligação periodontal/perda óssea alveolar e inflamação significativa) e é induzida 
por placa dentária (Vitaliano P. et al., 2005).  
Na periodontite, o processo inflamatório estende-se além da gengiva e pode incluir tecido conjuntivo 
mais profundo, resultando na perda de tecido ósseo. O tecido conjuntivo afectado recruta um intenso 
infiltrado de células inflamatórias consistindo em leucócitos polimorfonucleares, monócitos/macrófagos 
e células B e T. Este recrutamento é mediado por uma multiplicidade de citocinas e quimiocinas, a 
maioria delas produzidas pelas próprias células inflamatórias. Assim, a periodontite crónica pode ser 
uma importante fonte de inflamação periférica e mediadores inflamatórios derivados de agentes 
patogénicos (Kamer A. et al., 2008). 
A doença de Alzheimer tem como característica, entre outras, a presença de células gliais activadas que 
produzem níveis significativos de moléculas inflamatórias. Estas moléculas, quando expressas em níveis 
elevados, podem induzir neurodegeneração, sugerindo que processos capazes de regular positivamente 
a expressão de moléculas inflamatórias poderão contribuir para a progressão da AD. As células gliais do 
cérebro de doentes AD já estão activadas, donde a estimulação por citocinas pró-inflamatórias 
derivadas da periferia resulta numa resposta amplificada e exagerada e na sobrexpressão de moléculas 
pró-inflamatórias. Com base na contribuição das doenças periodontais na inflamação sistémica e no 
potencial papel da inflamação na etiologia e na progressão da AD, a periodontite crónica pode ser um 
Capítulo I – Introdução 
20 
Rita Barreto Duarte Carilho 
factor de risco na incidência e progressão da AD. O significado do possível envolvimento da periodontite 
na AD baseia-se no facto das infecções periodontais serem tratáveis e, portanto, uma periodontite 
poderá ser um factor de risco modificável na AD (Kamer A. et al., 2008). 
 
6 Objectivos 
A patogénese da doença de Alzheimer (AD) é complexa, com vários alvos e vias, sendo difícil para a 
medicina moderna com um único alvo e via tratar este tipo de doença. Os fármacos naturais 
antioxidantes com múltiplos componentes, funções, alvos e vias parecem ser mais adequados para o 
tratamento deste tipo de desordem (Rossi L. et al., 2008).  
A abordagem terapêutica mais recorrente é a utilização de inibidores da acetilcolinesterase (AChE). No 
entanto, ainda não foi encontrado um único fármaco para o tratamento da AD, sendo a procura de 
novos inibidores da AChE de grande interesse. Devido aos benefícios da medicina tradicional não só no 
tratamento da AD mas também noutras formas de demência, a procura de inibidores da AChE derivados 
de plantas tem vindo a ser cada vez mais intensa. Várias plantas têm sido descritas como tendo 
actividade inibitória da AChE e, portanto, devem ser relevantes no tratamento de desordens 
neurodegenerativas, como a AD (Steele M. et al., 2007). Estudos recentes sugerem que o stress 
oxidativo ocorre no início da patogénese da AD representando, deste modo, um alvo ideal para a 
intervenção terapêutica (Steele M. et al., 2007). 
O funcho, Foeniculum vulgare, é utilizado deste a antiguidade para o tratamento de várias desordens, 
no entanto, é desconhecida a sua acção como inibidor da AChE. Dadas as suas propriedades 
antioxidantes e a sua constituição em ácidos fenólicos e flavonóides, esta planta poderá apresentar 
potencial terapêutico na aplicação à AD. 
O objectivo central desta dissertação consiste no estudo da capacidade inibitória da AChE e da 
actividade antioxidante, in vitro, de extracto aquoso de F.vulgare durante diversas fases metabólicas e 
da capacidade do extracto de inibir a formação de GTases produzidas por S. mutans. 
Os objectivos específicos para dar cumprimento às capacidades referidas são: 
 Identificação dos componentes maioritários de extracto aquoso de F. vulgare de diferentes 
origens; 
 Avaliação da capacidade inibitória da acetilcolinesterase e de glucosiltransferases e 
determinação da actividade antioxidante de extracto aquoso de F. vulgare de diferentes 
origens; 
 Estudo do metabolismo pelo tracto gastrointestinal e hepático, in vitro, do extracto aquoso de 
F. vulgare, com utilização de suco gástrico artificial, suco pancreático artificial, linha celular 
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1 Material vegetal 
As sementes de funcho (Foeniculum vulgare) foram obtidas a partir de três fontes diferentes: colhidas 
na Beira Baixa (F1), compradas à Erva Pura – Nutrição Natural e Dietética, Lda. (F2) e compradas à 
Celeiro-Dieta, produtos naturais (F3). Nos casos de compra, não foi possível reunir informações 
respeitantes à data e local de colheita da planta. No caso da planta colhida na Beira Baixa apenas existe 
a informação referente ao local. 
 
2 Material bacteriano 
A estirpe bacteriana Streptococcus mutans (CECT 479) foi obtida da Coleccion Espanõla de Cultivos Tipo 
Lote 21-10-1998 e cultivada em meio Brain Heart Infusion (BHI), sob condições anaeróbias, asseguradas 
pelo desarejamento com azoto livre de oxigénio, através de filtros estéreis de 0,2 µm. 
 
3 Material animal 
Os ratinhos Balb-c naive e specific patogenic free, com 6 semanas, foram comprados no Instituto 
Gulbenkian de Ciência e gentilmente cedidos pelo grupo de Imunologia Celular do Instituto de Medicina 
Molecular da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa. 
 
4 Linhas celulares 
As linhas celulares utilizadas foram Caco-2 (ATCC#HTB-37), uma linha de células epiteliais de 
adenocarcinoma colo-rectal, e foram gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Carlos Farinha, do 
Centro de Química e Bioquímica da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa. 
 
5 Reagentes 
Todos os reagentes utilizados no decorrer do trabalho foram pro-analysis.  
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), tampão Hepes, DTNB (5,5’-ditiobis[2-ácido nitrobenzóico]), ácido 
clorogénico, azida de sódio, UDPGA (5’-difosfouridina-ácido glucurónico), acetilcolinesterase (AChE – EC 
3.1.1.7) tipo VI-S, isolado de enguia eléctrica contendo 349 U/mg sólido e 411 U/mg de proteína, β-
glucuronidase (EC 3.2.1.31) tipo IX-A, isolado de E. coli contendo 1134600 U/g sólido e 3660000 U/g de 
proteína, AChI (Iodeto de acetiltiocolina), pancreatina (EC 232-468-9), isolada de pâncreas de porco, 
MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio), galantamina, quercetina dihidratada, 
BSA (Albumina de soro bovino), reagente de Folin-Ciocalteau, rutina hidratada e PMSF (Fluoreto de 
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fenilmetanosulfonilo) foram adquiridos à Sigma-Aldrich®. Pepsina (EC 3.4.23.1), contendo 0,53 U/mg, 
ácido rosmarínico, BHI (do inglês Brain Heart Infusion) e sacarose foram adquiridos à Fluka®. Sais de 
fosfato de potássio, hidróxido de sódio e ácido trifluoroacético foram adquiridos à Merck & Co., Inc.. 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’ Medium), HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution), PBS (Solução 
tampão fosfatos), tripsina, FBS (Soro bovino fetal), glutamina, Pen-Strep (Penicilina-Estreptomicina) e 
acetonitrilo foram adquiridos à Lonza (Merck & Co., Inc.). O metanol utilizado no decorrer de todo o 
trabalho foi HPLC grade e foi adquirido à Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific Inc.). Cloreto de 
sódio, reagente de Bradford e sulfato de amónia foram obtidos à Panreac Química – Distribuição de 
Produtos Químicos, Unip. Lda.. DMSO (dimetilsulfóxido), hidrogenocarbonato de sódio, ácido clorídrico 
e cloreto de magnésio foram adquiridos à Riedel-de Häen®. 2-mercaptoetanol e pirogalol foram 
adquiridos à BDH Biochemicals. 
 
6 Equipamentos 
As absorvências foram lidas num espectrofotómetro UV-Visível de feixe duplo M350 da Camspec Ltd. e 
num leitor de microplacas Tecan Sunrise. A análise por HPLC (Cromatografia líquida de elevada precisão) 
foi realizada num aparelho Finnigan™ Surveyor® Plus Modular LC System da Thermo Scientific Inc. 
equipado com coluna Purospher® STAR RP-18 da Merck & Co., Inc. e detector UV-Vis por díodos e 
software Xcalibur™. Os espectros de massa foram obtidos por um espectrómetro de massa LCQ Duo da 
Thermo Scientific Inc. equipado com uma fonte de ionização por electrospray (ESI). Os ensaios celulares 
foram realizados numa câmara de fluxo laminar vertical Esco Class II Biohazard Safety, recorrendo-se 
também a uma estufa Shel Lab CO2 Series da Sheldon Mfg. Inc. As amostras de pequeno volume foram 
centrifugadas numa centrífuga Mini-Spin da Eppendorf AG enquanto para as de grande volume foram 
utilizadas as centrífugas 5804 R da Eppendorf AG e J2-21 ME da Beckman. O liofilizador utilizado para a 
preparação dos extractos secos foi um Power Dry LL 3000 da Heto. O homogenato de fígado foi 
realizado recorrendo-se a um homogeneizador B. Braun. 
 
7 Preparação do extracto aquoso de Foeniculum vulgare 
Os extractos de Foeniculum vulgare (F1, F2 e F3), utilizados no decorrer do trabalho, foram preparados 
como infusões. Para a preparação dos extractos utilizou-se material vegetal finamente triturado que se 
ferveu, durante 10 minutos, em água destilada. As quantidades de material vegetal e água destilada 
foram sempre calculadas com o objectivo de se obter uma concentração de extracto de planta de 10 
g/100 mL. As infusões obtidas foram filtradas por gravidade e vácuo, com papel de filtro Whatman® e 
linha de vácuo, respectivamente, e, em seguida, foram liofilizadas.  
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8 HPLC analítico e preparativo 
A análise por HPLC foi realizada recorrendo a três eluentes: A – Acetonitrilo, B – Metanol e C – Ácido 
trifluoroacético 0,05 %. O gradiente utilizado para a separação dos compostos do extracto de F. vulgare 
consistiu em 10 % de eluente A e 90 % de eluente C no tempo 0 da corrida, 50 % de eluente A, 9 % de 
eluente B e 41 % de eluente C aos 20 minutos, 10 % de eluente A e 90 % de eluente C aos 21 minutos e 
10 % de eluente A e 90 % de eluente C aos 25 minutos (Quadro 2). O fluxo das corridas foi de 1,0 
mL/min. 
Quadro 2 Esquematização do 
gradiente de eluição utilizado 
para a análise por HPLC. 
 
 
No caso da corrida de HPLC analítica o objectivo foi a obtenção de cromatogramas com a maior 
resolução possível, injectando-se, assim, 25 µL de uma solução aquosa de extracto F. vulgare 1,0 mg/mL. 
Para as corridas de HPLC preparativas o objectivo foi reunir amostra suficiente para estudos posteriores, 
sendo por isso, injectados 100 µL de uma solução de extracto 10 mg/mL. A detecção foi realizada 
através de um detector de díodos (do inglês Diode Array Detector – DAD) entre os 200 e 600 nm. 
 
9 Quantificação de fenóis totais 
A quantificação de fenóis totais no extracto de F. vulgare foi realizada através de 
uma adaptação do método descrito por Oktay M. et al. (2003), em que se utilizou o 
reagente de Folin-Ciocalteau e o pirogalol como composto fenólico padrão, devido 
à sua estrutura fenólica (Figura 12). 
Antes da realização do ensaio com extracto de F. vulgare realizou-se uma curva de 
calibração, recorrendo ao padrão pirogalol. A partir desta curva de calibração foi depois possível 
determinar a quantidade de fenóis totais no extracto de F. vulgare em µg de equivalentes de 
pirogalol/mg de peso seco de extracto. As concentrações de pirogalol utilizadas foram 1 µg/mL, 2 
µg/mL, 4 µg/mL, 10 µg/mL, 16 µg/mL e 20 µg/mL e os ensaios foram realizados em triplicado. O ensaio 
consistiu na adição de 100 µL de cada concentração de pirogalol a 4,5 mL de água destilada e 100 µL de 
reagente Folin-Ciocalteau. Após 3 minutos de incubação adicionou-se 3 mL de Na2CO3 2 % (m/v) e 
iniciou-se um novo período de incubação de 2 horas, com agitação periódica. No fim do segundo 
período de incubação mediu-se a absorvência a 760 nm no espectrofotómetro. 
A quantificação de fenóis totais na solução de extracto de F. vulgare foi realizada do mesmo modo que a 




A (Acetonitrilo) B (Metanol) C (Ácido trifluoroacético 0,05 %) 
0 10 0 90 
20 50 9 41 
21 10 0 90 
25 10 0 90 
 
Figura 12 Estrutura 
do pirogalol. 
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10 Actividades biológicas de extracto aquoso de Foeniculum vulgare 
10.1 Inibição da actividade da acetilcolinesterase 
A inibição da actividade da AChE, por soluções de extracto de F. vulgare, foi determinada recorrendo a 
uma adaptação do método descrito por Ingkaninan K. et al. (2003). Neste ensaio a acetiltiocolina (AChI) 
é usada como substrato para a AChE, dando origem a acetato e tiocolina. A tiocolina reage depois com o 
DTNB, resultando na formação de 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e do ião 5-tio-2-nitrobenzoato 
(TNB), que apresenta um pico de absorvência a 405 nm (Figura 13), podendo a reacção ser seguida 
espectrofotometricamente.  
 
Figura 13 Esquema reaccional da reacção da AChE com a acetiltiocolina, resultando, em última análise, na 
formação do TNB (Adaptado de Frasco M. et al., 2005). 
O ensaio, propriamente dito, consistiu na adição de 325 µL de tampão Hepes-HCl (50 mM, pH 8) a 100 
µL de extracto de F. vulgare com concentração conhecida e 25 µL de solução de AChE contendo 0,26 
U/mL, numa cuvete, seguindo-se um período de incubação de 15 minutos. No fim da incubação, 
adicionaram-se 75 µL de AChI (0,023 mg/mL) e 475 µL de DTNB 3 mM. A absorvência a 405 nm foi 
medida durante 4 minutos no espectrofotómetro. A leitura de absorvência ao longo do tempo permitiu 
a determinação da velocidade inicial da reacção que, posteriormente, permitiu o cálculo da % de 
inibição do enzima. 
Os ensaios foram realizados em triplicado e acompanhados de um branco em que se substituiu o enzima 
por tampão Hepes-HCl. Foi também realizado um ensaio controlo em que se substituiu o extracto por 
água destilada e em que se considerou que o enzima apresentava 100% de actividade. 
Para determinar a percentagem de inibição da actividade do enzima, pela solução de extracto, recorreu-
se à equação abaixo descrita: 
I (%) = 100 - Viamostra
Vicontrolo
 × 100    Equação 1 
 
onde I (%) é a inibição do enzima em percentagem, viamostra é a velocidade inicial da reacção contendo a 
solução de extracto e vicontrolo é a velocidade inicial da reacção controlo. 
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A concentração de extracto para a qual há inibição de 50 % da actividade do enzima (IC50) foi 
determinada recorrendo a um gráfico de inibição do enzima (%) em função da concentração de extracto 
de F. vulgare, para o qual foram utilizadas três concentrações conhecidas de extracto de F. vulgare. 
A inibição da AChE com o digerido pelos sucos gástrico e pancreático artificiais foi calculada em 
comparação com o controlo de cada um dos ensaios, submetidos às mesmas condições das amostras. 
No caso dos ensaios de metabolismo com as células Caco-2 e de desglucuronidação com β-
glucuronidase de E. coli o volume de amostra foi duplicado, sendo descontado o correspondente 
volume de tampão. A inibição da AChE foi calculada em comparação com o controlo de cada ensaio, 
HBSS e β-glucuronidase de E. coli, respectivamente, submetidos às mesmas condições das amostras. 
10.2 Actividade antioxidante 
A determinação da actividade antioxidante do extracto de F. vulgare foi realizada recorrendo ao método 
descrito por Tepe B. et al. (2005). Este método baseia-se na capacidade do DPPH ser extinguindo na 
presença de compostos antioxidantes. O DPPH é um radical livre estável, de centro azotado, que 
apresenta cor roxa em solução metanólica, no entanto, quando é captado por um agente antioxidante, 
perde a sua coloração, à medida que se forma o produto da reacção (Figura 14). O DPPH tem um pico de 
absorvência a 517 nm, donde a reacção pode ser seguida espectrofotometricamente medindo a 
extinção do DPPH, ou seja, o desaparecimento da cor roxa e a consequente diminuição de absorvência. 
 
Figura 14 Esquema representativo da extinção do DPPH (Adaptado de www.baltic-analytics.de). 
Assim, para determinar a actividade antioxidante pelo extracto, adicionaram-se 25 µL de extracto de 
concentração conhecida a 2,5 mL de solução metanólica de DPPH 0,002 %, seguindo-se um período de 
incubação de 30 minutos. No fim deste período foi medida a absorvência a 517 nm no 
espectrofotómetro.  
Os ensaios foram realizados em triplicado e para diferentes concentrações de extracto de F. vulgare. 
Cada triplicado foi acompanhado de um branco em que se substituiu a solução metanólica de DPPH 
0,002 % por metanol. Foi também realizado um ensaio controlo em que se substituiu a solução de 
extracto por água destilada e que corresponde a 100 % de DPPH. 
Para determinar a actividade antioxidante através da % de extinção de DPPH recorreu-se à equação 
abaixo descrita: 
AA (%) = (ADPPH-Aamostra)
ADPPH)
 × 100    Equação 2 
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onde AA (%) é a actividade antioxidante, ADPPH é a absorção da solução de DPPH contra o branco e 
Aamostra é a absorção do extracto contra o branco.  
A concentração de extracto de F. vulgare para a qual a actividade antioxidante é de 50 % (EC50) foi 
calculada recorrendo a um gráfico de actividade antioxidante (%) em função da concentração de 
extracto, para o qual foram utilizadas várias concentrações de extracto de F. vulgare. 
Tal como no caso da inibição da AChE, também a actividade antioxidante do digerido pelos sucos 
gástrico e pancreático artificiais, do ensaio de metabolismo com as células Caco-2 e do ensaio de 
desglucuronidação com β-glucuronidase de E. coli foi calculada em comparação com o controlo de cada 
um dos ensaios, submetidos às mesmas condições das amostras.  
10.3 Inibição, in vitro, de glucosiltransferases isoladas de Streptococcus mutans  
10.3.1 Extracção e isolamento de glucosiltransferases extracelulares de Streptococcus 
mutans  
As glucosiltransferases extracelulares de S. mutans foram obtidas através da adaptação do método 
descrito por Tsai P. et al. (2007).  
A estirpe S. mutans em crescimento activo foi incubada em meio BHI (100 mL de suspensão bacteriana 
em 900 mL de BHI) a 37°C, durante 18h em anaerobiose. Após a incubação, as bactérias foram 
removidas por centrifugação a 8000 g, durante 30 minutos, a 4°C. O pH do sobrenadante obtido foi 
ajustado para 6,8, através da adição de NaOH 2 M, adicionando-se, depois, sulfato de amónia 50 % 
(m/v) e deixando a incubar 1h a 4°C com agitação. Após este período de incubação, foi realizada uma 
nova incubação durante 1h, a 4°C, em repouso. Em seguida, procedeu-se a nova centrifugação a 8000 g, 
durante 20 minutos, a 4°C. Após a centrifugação, o precipitado foi dissolvido em pequenos volumes de 
tampão fosfatos 0,1 M pH 6,0 e dialisado durante 24h contra tampão fosfatos 0,001 M pH 6,0 com azida 
de sódio 0,01 % e PMSF 1 mM, a 4°C. O dialisado final foi armazenado em alíquotas a -20°C e utilizado 
como GTase extracelular. 
10.3.2 Determinação da inibição da formação de glucano insolúvel em água por GTases 
A quantificação da síntese de glucano insolúvel em água foi realizada através de uma adaptação do 
método descrito por Tsai P. et al. (2007). 
A mistura reaccional continha 1,5 mL de extracto aquoso de F. vulgare 8 mg/mL e 500 µL de GTase 
isolada como descrito em 10.3.1. A mistura foi incubada a 37°C, durante 18h, lendo-se a absorvência a 
550 nm às 0h, 1h, 2h, 3h e 18h. O extracto aquoso de F. vulgare foi preparado em tampão fosfatos 0,1 
M pH 6,0. 
Foi realizado um controlo da mistura reaccional em que não houve adição de GTase. Realizou-se 
também um controlo do ensaio em que a solução de extracto de F. vulgare foi substituída por sacarose 
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0,1 M, preparada em tampão fosfatos 0,1 M pH 6,0, e que representa 100 % de formação de glucano 
insolúvel em água. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. 
A inibição da formação de glucano insolúvel em água foi determinada recorrendo equação descrita em 
baixo. 
I (%)= 100 - Aamostra
Acontrolo
 × 100    Equação 3 
onde I (%) representa a de inibição do glucano insolúvel em água em percentagem, Aamostra representa a 
absorvência a 550 nm da amostra contendo extracto de F. vulgare e Acontrolo representa a absorvência a 
550 nm da mistura reaccional com sacarose. 
 
11 Confirmação do pico maioritário do extracto aquoso de Foeniculum 
vulgare por espectrometria de massa (MS) 
Os espectros foram adquiridos em modo negativo, numa gama de razão massa/carga (m/z) 
compreendida entre 50 e 1500. O fluxo de gás nebulizador foi mantido a 40 (unidades arbitrárias) e o 
fluxo de gás auxiliar foi mantido a 20 (unidades arbitrárias). A temperatura do capilar foi mantida a 
220°C e na fonte foi aplicada uma voltagem de 4,5 kV. Para aquisição dos espectros de MS2 a energia 
das colisões foi variada de modo a encontrar o valor mais adequado. 
 
12 Metabolismo gastrointestinal, in vitro, de extracto aquoso de 
Foeniculum vulgare 
12.1 Metabolismo gástrico 
A metabolização gástrica, in vitro, do extracto de F. vulgare foi levada a cabo por suco gástrico artificial, 
que consistia em 320 mg de pepsina e 200 mg de NaCl, para um volume de 100 mL, tendo o pH sido 
acertado para 1,2 com HCl. O método seguido foi uma adaptação do método descrito por Yamamoto Y. 
et al. (1999).  
O ensaio de digestão consistiu na adição de 2,5 mL de suco gástrico artificial a 2,5 mL de solução de 
extracto de F. vulgare 15 mg/mL, seguindo-se um período de incubação de 4h, a 37°C. Às 0h, 1h, 2h, 3h 
e 4h foram retirados 50 µL da mistura reaccional, aos quais foram adicionados 700 µL de metanol 50 % 
(v/v) gelado, para análise por HPLC. A concentração de extracto de F. vulgare injectado no HPLC foi, 
portanto, de 1,0 mg/mL. 
Para a avaliação das actividades biológicas do digerido gástrico, foi realizada uma reacção controlo em 
que a solução de extracto de F. vulgare foi substituída por água destilada e que foi submetida às 
mesmas condições da amostra. Às 0h, 1h, 2h, 3h e 4h foram retirados 800 µL da mistura reaccional e da 
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reacção controlo, que foram congelados para posterior análise da inibição da acetilcolinesterase e 
actividade antioxidante. 
A inibição da AChE pelo digerido gástrico foi realizada como mencionado em 10.1, tendo-se utilizado 
uma concentração de extracto de F. vulgare de 1,5 mg/mL. No caso da actividade antioxidante, foi 
necessário realizar uma diluição de 10x antes de se efectuar o método descrito em 10.2, ficando-se com 
uma concentração final de extracto F. vulgare de 0,015 mg/mL. 
Os ensaios de digestão foram realizados em triplicado, enquanto para a avaliação das actividades 
biológicas (inibição da AChE e actividade antioxidante) foram realizados 9 replicados. 
12.2 Metabolismo pancreático 
A metabolização pancreática, in vitro, do extracto de F. vulgare foi levada a cabo por suco pancreático 
artificial, que consistiu em 250 mg de pancreatina, para um volume de 10 mL, tendo o pH sido acertado 
para 8,0 com NaOH. O método seguido foi uma adaptação do método descrito por Yamamoto Y. et al. 
(1999). 
O ensaio de digestão consistiu na adição de 2,5 mL de suco pancreático artificial a 2,5 mL de solução de 
extracto de F. vulgare 15 mg/mL, seguindo-se um período de incubação de 4h, a 37°C. Às 0h, 1h, 2h, 3h 
e 4h foram retirados 50 µL da mistura reaccional, aos quais foram adicionados 700 µL de metanol 50 % 
(v/v) gelado. Antes da análise por HPLC as amostras foram centrifugadas a 9000 rpm, durante 5 
minutos, tendo-se desprezado o precipitado. A concentração de extracto de F. vulgare injectado no 
HPLC foi de 1,0 mg/mL. 
Para a avaliação das actividades biológicas do digerido pancreático, também foi realizada uma reacção 
controlo em que a solução de extracto de F. vulgare foi substituída por água destilada e que foi 
submetida às mesmas condições da amostra. Às 0h, 1h, 2h, 3h e 4h foram retirados 900 µL da mistura 
reaccional e da reacção controlo, que foram submetidos a uma centrifugação a 9000 rpm, durante 5 
minutos, antes de serem congelados para posterior análise da inibição da acetilcolinesterase e 
actividade antioxidante. 
A inibição da AChE pelo digerido pancreático foi realizada como mencionado em 10.1, utilizando-se uma 
concentração de extracto de F. vulgare de 1,5 mg/mL. No caso da actividade antioxidante, foi necessário 
realizar uma diluição de 10x antes de se efectuar o método descrito em 10.2, ficando-se com uma 
concentração final de extracto F. vulgare de 0,015 mg/mL. 
Os ensaios de digestão foram realizados em triplicado, enquanto para a avaliação das actividades 
biológicas (inibição da AChE e actividade antioxidante) foram realizados 9 replicados. 
12.3 Desglucuronidação por β-glucuronidase de Escherichia coli 
O ensaio de desglucuronidação foi adaptado de Justino G. et al. (2004) e recorreu-se à utilização de β-
glucuronidase de Escherichia coli. 
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A mistura reaccional continha 627 µL de solução de extracto de F. vulgare 25 mg/mL, 125 µL de β-
glucuronidase de E. coli (10 mg/mL) preparada em tampão K-fosfatos 50 mM pH 6,8, 125 µL de tampão 
K-fosfatos 10 mM pH 6,8 e 1623 µL de água destilada. Seguiu-se um período de incubação de 2h a 37°C. 
No fim deste período, a mistura foi recolhida e centrifugada a 9000 rpm, durante 10 minutos, antes do 
sobrenadante ser analisado por HPLC.  
O sobrenadante resultante da digestão da solução de extracto de F. vulgare por β-glucuronidase de E. 
coli, além de analisado por HPLC, foi também submetido a ensaios de inibição da acetilcolinesterase, 
ensaios de actividade antioxidante, ensaios de glucuronidação por extracto de fígado de ratinho 
(descrito em 13.2) e ensaios de glucuronidação por homogenato de células Caco-2 (descrito em 12.4.3). 
A avaliação das actividades biológicas (inibição da AChE e actividade antioxidante) do digerido foi 
realizada de mesmo modo que em 12.1 e 12.2.  
Neste ensaio foram realizados dois controlos, um com 120 µL de uma solução de extracto de F. vulgare 
25 mg/mL, 40 µL de tampão K-fosfatos 10 mM pH 6,8 e 240 µL de água e outro constituído por 325 µL 
de β-glucuronidase de E. coli, 325 µL de tampão K-fosfatos 10 mM pH 6,8 e 5850 µL de água destilada. 
12.4 Estabilidade do extracto aquoso de F. vulgare em células Caco-2 
O crescimento das células Caco-2 foi adaptado de Kern S. et al. (2003). As células Caco-2 foram 
cultivadas em DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS), 100 U/mL de penicilina, 100 
U/mL de estreptomicina e 2 mM de L-glutamina e mantidas a 37°C em atmosfera com 5 % CO2. O meio 
de cultura foi trocado a cada 48-72 horas (consoante o crescimento que as células apresentavam) e as 
células foram crescidas durante aproximadamente 15 dias, até atingirem 80-90 % de confluência. 
12.4.1 Viabilidade das células Caco-2 na presença de extracto aquoso de F. vulgare 
Antes de se realizar o ensaio de metabolismo com as células Caco-2, procedeu-se à realização de um 
ensaio de citotoxicidade, através do método do MTT, adaptado de Chen P.-J. et al. (2008). Este método 
colorimétrico reflecte a actividade da succinato desidrogenase, enzima mitocondrial crítico para as 
actividades químicas e mecânicas das células. As células vivas conseguem reduzir o MTT a azul de 
tripano através da acção da succinato desidrogenase, enquanto as células mortas não têm capacidade 
para realizar este processo. A solubilização do azul de tripano por DMSO permite a obtenção de uma 
solução corada que pode ser medida espectrofotometricamente. Deste modo, a redução do MTT pode 
ser quantificada e utilizada como indicador da viabilidade celular (Huamin J. et al., 2002). 
Semearam-se as células Caco-2 numa placa de 96 poços (aproximadamente 1200 células/poço em 100 
L) e deixaram-se crescer durante 48h. Passadas as 48h, substituiu-se o meio de cultura por meio 
suplementado com diferentes concentrações de extracto de F. vulgare, o qual se deixou em contacto 
com as células durante outras 48h. Ao fim desse período, o meio suplementado com extracto foi 
aspirado, as células foram lavadas com 50 L de PBS e adicionou-se meio suplementado com solução 
MTT 10 % (v/v), preparada em PBS (5 mg/mL). A placa foi incubada durante 2h a 37°C, depois aspirou-se 
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o meio suplementado com extracto de F. vulgare e colocou-se 100 L/poço de DMSO, seguindo-se um 
novo período de incubação de pelo menos 2h (ou overnight). Após a incubação, leu-se a absorvência a 
570 nm (referência 630 nm) num leitor de microplacas. A viabilidade foi quantificada em relação a um 
controlo em que apenas foi utilizado meio. 
12.4.2 Metabolismo por células Caco-2 
Para o ensaio de metabolismo semearam-se células Caco-2 em caixas de Petri de 4 cm de diâmetro, 
durante cerca de 15 dias, até que se atingisse 80-90 % de confluência. Aquando do início do ensaio 
removeu-se todo o meio, lavaram-se as células com 1 mL de HBSS e adicionou-se 2,5 mL de HBSS 
suplementado com solução de extracto de F. vulgare 10 mg/mL. As células em contacto com o extracto 
foram deixadas a incubar a 37°C, numa atmosfera com cerca de 5 % de CO2, durante 6 horas. Às 0h, 1h, 
2h, 4h e 6h retiraram-se amostras de 50 µL do meio, que se adicionaram a 550 µL de metanol 50 % (v/v) 
gelado, seguindo-se uma centrifugação de 9000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi recolhido e 
analisado por HPLC. Ao fim das 6h removeu-se o restante HBSS, lavaram-se as células com 1 mL de HBSS 
novo e juntou-se 1 mL de solução 1:10 TFA 0,05 %/metanol. Após uma incubação de 30 minutos, 
recolheram-se e submeteram-se as células a cinco ciclos de sonicação de dois segundos cada. As células 
foram ainda centrifugadas a 9000 rpm durante 10 minutos para precipitar restos celulares e o 
sobrenadante foi recolhido para análise por HPLC. 
Às 0h, 1h, 2h, 4h e 6h foram também recolhidas amostras para a avaliação das actividades biológicas. 
Retiraram-se 375 µL de meio a que se adicionaram 125 µL de HBSS e submeteram a uma centrifugação 
de 9000 rpm, durante 5 minutos, antes de serem congelados para posterior análise da inibição da 
acetilcolinesterase e actividade antioxidante. 
A inibição da AChE das amostras recolhidas aos vários tempos do ensaio foi realizada como mencionado 
em 10.1, tendo-se uma concentração de extracto de F. vulgare de 1,5 mg/mL. No caso da actividade 
antioxidante, foi necessário realizar uma diluição de 15x antes de se efectuar o método descrito em 
10.2, obtendo-se uma concentração final de extracto F. vulgare de 0,015 mg/mL. Para a realização 
destes ensaios foi necessário realizar um controlo em que apenas foi utilizado HBSS e que foi submetido 
às mesmas condições dos ensaios com extracto de F. vulgare. 
Os ensaios celulares bem como a avaliação das actividades biológicas foram realizados em triplicado. 
12.4.3 Metabolismo por homogenato de células Caco-2 
A preparação do homogenato para o ensaio de metabolismo pelas células Caco-2 foi adaptada de 
Augustijns P. et al. (1998).  
As células Caco-2 foram crescidas em frascos de 75 cm2 durante 15 dias e, ao fim deste período, foram 
lavadas com PBS. Após terem sido raspadas do frasco, com 5 mL de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 
com 2-mercaptoetanol 10 mM, as células foram recolhidas e submetidas a dois ciclos de sonicação de 
vinte segundos cada. As células foram ainda centrifugadas a 12000 g durante 10 minutos e o 
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sobrenadante foi recolhido. O conteúdo proteico do sobrenadante foi determinado pelo método de 
Lowry O. et al. (1951) e o restante sobrenadante foi liofilizado e armazenado a -20°C. 
A mistura reaccional (1 mL) continha 100 µg de proteína/mL de homogenato de células Caco-2, extracto 
aquoso de F. vulgare para concentração final de 2 mg/mL e o restante volume de tampão K-fosfatos 10 
mM pH 7,4. Para esta reacção foram realizados dois controlos, um para o extracto de F. vulgare e outro 
para o extracto de Caco-2. No controlo do extracto de F. vulgare o volume de homogenato de células 
Caco-2 foi substituído por tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. O controlo do homogenato de células Caco-
2 continha 100 µg de proteína/mL de homogenato de células Caco-2 e o restante volume de tampão K-
fosfatos 10 mM pH 7,4. 
Foi realizado um ensaio semelhante, mas em que foi utilizada a amostra resultante do ensaio de 
desglucuronidação descrito em 12.3. 
As reacções tiveram início com a adição do extracto de Caco-2 e foram incubadas a 37°C durante 4h. Às 
0h, 1h, 2h, 3h e 4h retiraram-se 200 µL de cada ensaio, que se juntaram a 200 µL de água gelada, e 
congelaram. Após o congelamento, as amostras foram descongeladas, centrifugadas a 12000 g durante 
10 minutos e o sobrenadante analisado por HPLC. 
 
13 Metabolismo hepático, in vitro, de extracto aquoso de Foeniculum 
vulgare  
13.1 Preparação do homogenato de fígado 
A preparação do homogenato de fígado foi adaptada de Justino G. et al. (2004). Foram utilizados 
ratinhos Balb-C naïve, specific pathogen free, com 6 semanas, que foram mortos com injecção letal. O 
fígado dos ratinhos foi recolhido em PBS e o homogenato feito em tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 
com 2-mercaptoetanol 10 mM (1 g de tecido fresco/2,5 mL de tampão) e recorrendo a um 
homogeneizador. O homogenato foi depois centrifugado a 11000 rpm durante 90 minutos a 4°C. O 
conteúdo proteico do sobrenadante foi determinado pelo método descrito por Lowry O. et al. (1951) e o 
restante sobrenadante foi liofilizado e armazenado a -20°C. 
13.2 Glucuronidação de quercetina e de extracto aquoso de F. vulgare 
Os ensaios de glucuronidação foram adaptados do método descrito em Justino G. et al. (2004). A 
mistura reaccional continha 100 L de UDPGA 2 mM, 200 L de solução F. vulgare 10 mg/mL, 450 L de 
tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 e 250 L de homogenato de fígado 20 mg/mL. Para esta reacção foram 
realizados dois controlos, um para o extracto de F. vulgare e outro para o homogenato de fígado. No 
controlo do extracto de F. vulgare o volume de UDPGA 2 mM e de homogenato de fígado 20 mg/mL 
foram substituídos por tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. O controlo do homogenato de fígado continha 
apenas 250 L de homogenato de fígado 20 mg/mL e 750 L de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. 
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Foi realizado um ensaio semelhante ao anterior mas em que foi utilizada amostra resultante do ensaio 
de desglucuronidação descrito em 12.3. 
Realizou-se ainda um controlo positivo do ensaio recorrendo-se, para isso, à utilização de quercetina. A 
mistura reaccional continha 100 L de UDPGA 2 mM, 100 L de solução de quercetina 400 µM 
preparada em tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4, 550 L de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 e 250 L de 
homogenato de fígado 20 mg/mL. O controlo desta reacção incluiu 100 L de solução de quercetina 400 
M preparada em tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4 e 900 L de tampão K-fosfatos 10 mM pH 7,4. 
As reacções tiveram início com a adição do homogenato de fígado e foram incubadas a 37°C durante 1h. 
Após o período de incubação, as amostras foram congeladas para assegurar a paragem da reacção, 
seguindo-se o seu congelamento e centrifugação a 9000 rpm durante 10 minutos. Os sobrenadantes 
foram recolhidos e analisados por HPLC, posteriormente. 
 
14 Análise de dados 
Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão, tendo sido tratados com o software 
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Várias plantas têm sido consideradas como fontes abundantes de compostos fenólicos. Estes compostos 
podem ser utilizados para preservar alimentos e também podem contribuir para uma dieta saudável. Os 
polifenóis derivados das plantas têm tido cada vez mais interesse devido ao seu potencial antioxidante e 
às suas propriedades antimicrobianas. As propriedades antioxidantes destes compostos revelam efeitos 
protectores contra doenças cardiovasculares, doenças neurodegenerativas e algumas formas de cancro 
(Steele M. et al., 2007). 
A planta analisada neste trabalho é o funcho, Foeniculum vulgare, tendo-se como principal objectivo 
testar a aplicabilidade das suas sementes à doença de Alzheimer (AD). A escolha das sementes de F. 
vulgare como potencial fármaco natural para combate à AD deve-se, principalmente, à sua composição 
fenólica e actividade antioxidante (Oktay M. et al., 2003). A identificação de compostos fenólicos em F. 
vulgare revela uma relação entre a actividade antioxidante e a composição química, contribuindo para a 
interpretação dos efeitos farmacológicos desta planta aromática e medicinal (Parejo I. et al., 2004a).  
Embora existam diferentes abordagens para a análise de extractos aquosos vegetais, a separação e 
quantificação dos compostos fenólicos continuam a ser difíceis, especialmente a determinação 
simultânea de diferentes grupos de compostos fenólicos através de uma única análise. No presente 
trabalho, a técnica adoptada para a análise de extracto aquoso de F. vulgare foi a cromatografia líquida 
de elevada precisão (HPLC) acoplada a um detector de UV-Vis por díodos e a comprovação da 
identidade do pico maioritário foi realizada por espectrometria de massa. O HPLC é o método de eleição 
para a análise de compostos fenólicos, devido à sua versatilidade, precisão e custo relativamente baixo. 
As formas mais frequentemente utilizadas empregam colunas de fase reversa C18 e um sistema binário 
de solventes acidificados contendo água e um solvente orgânico polar (acetonitrilo ou metanol) 
(Faudale M. et al., 2008). 
Os parâmetros utilizados para avaliar a aplicabilidade do F. vulgare à AD, foram a actividade 
antioxidante e a capacidade inibitória da acetilcolinesterase (AChE) e de glucosiltransferases de S. 
mutans. Estes parâmetros foram testados, in vitro, em extractos aquosos de F. vulgare, durante várias 
fases metabólicas.  
 
1 Comparação da composição e actividades biológicas de extractos 
aquosos de F. vulgare 
Numa fase inicial do trabalho, foi realizado um estudo comparativo entre vários extractos aquosos de 
sementes de F. vulgare (F1, F2 e F3). Do ponto de vista toxicológico, a utilização de água ou etanol como 
solvente é mais segura que a utilização de acetona, metanol ou outro solvente orgânico e, portanto, 
mais adequada para a indústria alimentar (Oktay M. et al., 2003). Neste trabalho, o solvente 
seleccionado para a preparação das amostras de F. vulgare foi a água, de modo a mimetizar as 
condições utilizadas na preparação de infusões na medicina tradicional.  
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O extracto aquoso F1 derivou de sementes de F. vulgare colhidas na Beira Baixa. Os extractos aquosos 
F2 e F3 foram obtidos a partir de plantas adquiridas à Erva Pura – Nutrição Natural e Dietética, Lda. e à 
Celeiro-Dieta, produtos naturais, respectivamente. Todos os extractos foram preparados numa 
concentração de 10 g de sementes trituradas (fervidas durante 10 minutos) em 100 mL de água. O 
rendimento das extracções foi de 133,091 mg de extracto seco/g de planta para F1, 71,873 mg de 
extracto seco/g de planta para F2 e 134,104 mg de extracto seco/g de planta para F3.  
Depois de preparados, os extractos aquosos de F. vulgare, foram avaliados quanto à sua composição, 
conteúdo fenólico e actividades biológicas, nomeadamente, inibição da AChE e actividade antioxidante. 
1.1 Avaliação do perfil cromatográfico e dos picos maioritários 
Para a análise dos extractos aquosos F1, F2 e F3 foi utilizada a técnica de HPLC, com coluna RP18 e um 
sistema de eluentes à base de acetonitrilo, metanol e ácido trifluoroacético 0,05 %, como mencionado 
em 8 do capítulo II. O perfil cromatográfico dos três extractos aquosos permite a comparação dos seus 
componentes maioritários, como se pode observar pela figura15. 






Figura 15 Cromatogramas da análise por HPLC 
dos extractos aquosos F1 (A), F2 (B) e F3 (C), 
com concentração de 1,0 mg/mL. 
 
Da comparação dos cromatogramas dos extractos aquosos F1, F2 e F3 (Figura 15) pode-se constatar que 
o perfil de eluição dos três foi bastante semelhante. Tanto em termos quantitativos, como em termos 
qualitativos, observou-se uma superioridade de F1 em relação a F2 e F3. Este destaque foi constatado 
pela maior intensidade dos picos do cromatograma da F1 na figura 15-A e pela presença de um maior 
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número de compostos (o pico indicado com uma seta só apareceu no cromatograma de F1). A 
superioridade qualitativa e quantitativa de F1, comparativamente com F2 e F3 pode derivar dos 
diferentes processos de obtenção, cultura, colheita, preparação e armazenagem das plantas. F2 e F3 
deverão ter passado por processos semelhantes, uma vez que são ambos de compra, justificando-se a 
sua semelhante composição, comparativamente com F1 que foi colhido. 
1.2 Conteúdo fenólico total 
Os compostos fenólicos são importantes constituintes das plantas, devido à sua capacidade de 
sequestro de radicais livres, resultante da presença de grupos hidroxilos (Oktay M. et al., 2003). Os 
possíveis efeitos protectores destes compostos face a doenças induzidas por stress oxidativo estão 
geralmente relacionados com a sua capacidade antioxidante (Faudale M. et al., 2008). 
A quantificação de fenóis totais nos extractos aquosos de F. vulgare foi realizada através de uma 
adaptação do método descrito por Oktay M. et al. (2003), em que se utilizou o reagente de Folin-
Ciocalteau e o pirogalol como padrão. O reagente de Folin-Ciocalteau (mistura de ácido fosfotungstíco e 
ácido fosfomolíbdico) é reduzido a óxidos azuis (tungsténio e molibdénio) durante a oxidação dos 
fenóis. A coloração azul reflecte, assim, a quantidade de fenóis e pode ser quantificada 
espectrofotometricamente a 760 nm (Conforti F. et al., 2006). 
Inicialmente, realizou-se um ensaio com várias concentrações do padrão pirogalol. O conteúdo fenólico 
dos extractos aquosos de F. vulgare foi determinado a partir da equação da recta obtida após o ajuste 
linear aos pontos experimentais dos ensaios com pirogalol (Anexo I). Os valores obtidos, em µg de 
equivalentes de pirogalol/mg de extracto seco, para F1, F2 e F3 foram 24,61±3,14 µg/mg de extracto, 
29,30±5,41 µg/mg de extracto e 35,48±5,39 µg/mg de extracto, respectivamente. Estes valores 








Figura 16 Esquematização quantitativa do 
conteúdo fenólico obtido para os extractos F1, 
F2 e F3. Por cima de cada barra encontram-se 
os valores determinados experimentalmente. 
Os resultados estão representados como média 
± desvio padrão e foram realizados três 
replicados de cada experiência. p ≤ 0,05. 
 
As diferenças observadas na figura 16, em relação ao conteúdo fenólico dos extractos aquosos de F. 
vulgare utilizados, não foram consideradas significativas (com um nível de confiança de 95 %). Além de 
todos os valores se encontrarem dentro do intervalo de erro, observa-se uma ligeira predominância de 
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bibliografia (63,8±7,3 µg de equivalentes de pirogalol/mg de extracto seco, Mata A. et al., 2007). Estes 
resultados não mostram concordância com os ensaios de HPLC, uma vez que foi F1 o extracto que 
apresentou maior composição polifenólica. Estas inconformidades podem dever-se à fraca 
reprodutibilidade e eficácia, já comprovadas, deste método de doseamento de conteúdo fenólico, bem 
como à presença de interferentes nos ensaios, uma vez que existem compostos não-fenólicos redutores 
com capacidade de reagir com o reagente de Folin-Ciocalteau, como açúcares (Oliveira I. et al., 2009). 
Embora este método não revele resultados promissores, a sua utilização permite a comparação com 
estudos em que não é realizada a análise cromatográfica dos extractos. 
1.3 Avaliação das actividades biológicas 
As actividades biológicas estudadas para avaliar a eventual aplicabilidade dos extractos aquosos de F. 
vulgare na AD foram capacidade inibitória da AChE, actividade antioxidante e capacidade inibitória de 
glucosiltransferases de S. mutans. 
1.3.1 Capacidade inibitória da acetilcolinesterase 
A AChE tem como principal função a terminação da transmissão nervosa nas sinapses colinérgicas, 
através da hidrólise de acetilcolina (ACh). A inibição da AChE representa a estratégia mais utilizada para 
o tratamento da AD e várias plantas foram já descritas como tendo actividade inibitória da AChE, 
podendo ser relevantes para o tratamento desta desordem (Mukherjee P. et al., 2007). 
O método adaptado para a determinação da inibição da AChE por soluções de extracto aquoso de F. 
vulgare, foi descrito por Ingkaninan K. et al. (2003) e consiste na utilização de acetiltiocolina (AChI) como 
substrato para a AChE. Da reacção da AChE com a AChI resultam dois produtos, acetato e tiocolina. A 
tiocolina, na presença de DTNB, forma um produto corado, o TNB (ião 5-tio-2-nitrobenzoato), que pode 
ser quantificado espectrofotometricamente a 405 nm (esta reacção encontra-se esquematizada em 10.1 
do capítulo II). 
A partir das velocidades iniciais dos ensaios realizados com os vários extractos aquosos de F. vulgare foi 
possível determinar a percentagem de inibição relativamente a um controlo sem extracto (equação 1 
em 10.1 do capítulo II). Após a realização destes ensaios com várias concentrações de extracto, fez-se o 
ajuste linear dos pontos experimentais, obtendo-se a equação de uma recta para cada tipo de extracto 
(Anexo II). A partir das equações relativas à inibição da AChE foi possível calcular a concentração de cada 
extracto que inibe 50 % da actividade do enzima. Este valor é denominado IC50.  
Os valores de IC50 obtidos para os extractos aquosos F1, F2 e F3 foram 1,68±0,04 mg/mL, 2,92±0,18 
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Figura 17 Esquematização quantitativa dos 
valores de IC50 obtidos para os extractos F1, 
F2 e F3. Por cima de cada barra encontram-
se os valores determinados 
experimentalmente. Os resultados estão 
representados como média ± desvio padrão 
e foram realizados três replicados de cada 
experiência. p ≤ 0,05. 
 
Da observação da figura 17, pode-se constatar que o extracto aquoso de F. vulgare que apresenta uma 
maior capacidade inibitória da AChE é F1,uma vez que é aquele para o qual é necessária uma menor 
concentração para inibir 50 % da actividade do enzima. O valor de IC50 de F1 está de acordo com 
trabalho já realizado anteriormente (IC50 = 1,49±0,03 mg/mL, Mata A. et al., 2007). 
Para avaliar o grau de inibição dos extractos aquosos de F. vulgare foi realizada a sua comparação com o 
valor de IC50 da galantamina, que funciona como controlo positivo da reacção. A galantamina, um 
alcalóide terciário, tem um modo de acção único, que combina a inibição reversível e competitiva da 
AChE com a modulação positiva alostérea dos receptores nicotínicos de ACh. Na AD, a diminuição do 
número de neurónios colinérgicos está relacionada com os défices cognitivos observados. A redução da 
hidrólise da ACh, pela inibição da AChE, aumenta a disponibilidade de ACh na fenda sináptica, 
compensando a redução das funções colinérgicas causadas pela degeneração dos neurónios 
colinérgicos. Este tipo de abordagem mostra benefícios a nível das capacidades cognitivas e funcionais. 
A galantamina, sendo um inibidor da AChE, apresenta este tipo de acção e é o fármaco actualmente 
mais aceite para o tratamento da AD (Lilienfeld S., 2002). Os valores de IC50 descritos na literatura para 
este composto rondam 0,1 – 0,7 mg/mL (Lilienfeld S., 2002; Berkov S. et al., 2008). A comparação destes 
valores com os obtidos para os extractos aquosos de F. vulgare, que se encontram na gama dos 1 – 3 
mg/mL, depreende que os extractos aquosos utilizados não parecem ser eficazes inibidores da AChE. No 
entanto, por serem de origem natural, os extractos de F. vulgare estudados não apresentam efeitos 
adversos, como náuseas, vómitos, diarreia, entre outros, ao contrário dos compostos químicos 
sintetizados. 
Na família do F. vulgare, as Apiáceas, a maioria dos trabalhos realizados sobre a inibição da AChE baseia-
se na utilização de extractos etanólicos ou metanólicos. A comparação de extractos aquosos com 
extractos etanólicos ou metanólicos não é viável, devido aos diferentes tipos de compostos que são 
extraídos com cada método (por exemplo, os óleos essenciais podem ser extraídos com metanol mas 
não com água, o que pode explicar uma maior actividade inibitória da AChE por extractos metanólicos). 
Noutras famílias, como as Lamiáceas, existem mais trabalhos realizados com extractos aquosos. Mata A. 
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no que diz respeito à inibição da AChE. Os valores de IC50 que obtiveram (entre 0,7 e 1,5 mg/mL) não 
divergem muito dos valores obtidos neste trabalho para os diferentes tipos de F. vulgare, podendo-se 
inferir que os extractos aquosos de F. vulgare, apesar de não extraírem tantos compostos como os 
extractos metanólicos, simulam condições mais “naturais” e apresentam valores de IC50 relativamente 
próximos dos observados para outros tipos de plantas. Isto permitiu inferir quanto à utilização desta 
planta em solução aquosa, como fármaco natural na inibição da AChE, embora sejam necessários ainda 
outro tipo de estudos. 
1.3.2 Actividade antioxidante 
As alterações patológicas que caracterizam a AD podem ser induzidas e propagadas por danos 
oxidativos, suscitando que uma dieta com suplementos antioxidantes e sequestradores de radicais livres 
pode apresentar algumas vantagens no abrandamento da evolução da doença (Stuchbury G. e Munch 
G., 2005). Recentemente, tem aumentado o interesse na ocorrência de antioxidantes naturais que 
possam ser utilizados como protectores das células humanas contra o stress oxidativo (Oktay M. et al., 
2003). 
A determinação da actividade antioxidante foi adaptada do método descrito por Tepe B. et al. (2005). 
Este método tem por objectivo quantificar a capacidade dos extractos de extinguir o radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH) formado em solução pela doação de um átomo de hidrogénio ou de um electrão 
(Tepe B. et al., 2005). Se os extractos tiverem capacidade de extinguir o radical livre DPPH, a solução 
inicialmente roxa passa a amarelada, de acordo com a formação de difenilpicrilhidrazina, que pode ser 
quantificada espectrofotometricamente a 517 nm.  
Para cada extracto realizaram-se ensaios de extinção de DPPH para várias concentrações. A 
determinação da concentração de extracto de F. vulgare que extingue 50 % de DPPH (EC50) foi calculada 
na zona em que se observava linearidade do gráfico (concentrações mais baixas utilizadas), através da 
realização do ajuste linear aos resultados experimentais (Anexo III). 
Os valores de EC50 obtidos para os extractos aquosos F1, F2 e F3 foram 23,14±0,72 µg/mL, 47,04±0,52 




















Figura 18 Esquematização quantitativa dos 
valores de EC50 obtidos para os extractos F1, 
F2 e F3. Por cima de cada barra encontram-se 
os valores determinados experimentalmente. 
Os resultados estão representados como 
média ± desvio padrão e foram realizados 
três replicados de cada experiência. p ≤ 0,05. 
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Da observação da figura 18, pode-se constatar que o extracto aquoso de F. vulgare mais promissor é, 
novamente, F1. No entanto, qualquer um dos extractos aquosos de F. vulgare apresenta um valor de 
EC50 próximo do referido em Mata A. et al. (2007), já realizado anteriormente (48,0±0,1 µg/mL). 
Também Oktay M. et al. (2003) já realizaram estudos sobre a actividade antioxidante de extractos 
aquosos de F. vulgare, tendo obtido 47 % de extinção de DPPH com uma solução de 250 µg em 3 mL de 
água, o que corresponde a um valor de EC50 de aproximadamente 88,65 µg/mL. As diferenças entre os 
resultados de Oktay M. et al. (2003) e os obtidos neste trabalho devem-se provavelmente à diferente 
origem e condições a que foram sujeitas as plantas utilizadas. 
O controlo positivo deste ensaio foi o hidroxitolueno butilado (BHT). Este composto previne a oxidação 
lipídica através da doação de um átomo de hidrogénio aos radicais livres (Branen A., 1975). Da 
comparação do valor de EC50 do BHT existentes na literatura (aproximadamente 20 µg/mL – Mata A. et 
al., 2007) com os valores de EC50 dos extractos aquosos de F. vulgare pode-se concluir que esta planta 
apresenta um potencial antioxidante relativamente bom, principalmente o extracto F1, justificando a 
sua aplicabilidade face a doenças induzidas por stress oxidativo, como a AD. 
1.3.3 Comparação dos resultados  
Tendo como objectivo escolher um dos extractos aquosos de F. vulgare para a continuação do trabalho, 
esquematizaram-se os resultados relativos às actividades biológicas de F1, F2 e F3 acima descritos e à 
quantidade de fenóis totais no quadro 3 e na figura 19.  
Quadro 3 Resumo dos resultados obtidos 
para as actividades biológicas e 
quantificação de fenóis totais dos extractos 
aquosos F1, F2 e F3. Os resultados estão 
representados como média ± desvio padrão 
e foram realizados três replicados de cada 
experiência. p ≤ 0,05. 
 
Comparando os resultados obtidos, a escolha do extracto aquoso de F. vulgare para continuação do 








F1 1,68±0,04 23,14±0,72 24,61±3,14 
F2 2,92±0,18 47,04±0,52 29,30±5,41 






























Figura 19 Esquematização dos resultados obtidos 
para as actividades biológicas e quantificação dos 
fenóis totais dos extractos aquosos F1, F2 e F3. A – 
actividade antioxidante (EC50) e conteúdo fenólico 
total (equivalentes de pirogalol); B – inibição da 
acetilcolinesterase (IC50). Para cada ensaio foram 
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compra, é o que apresenta maior capacidade inibitória da AChE e maior actividade antioxidante. Estas 
diferenças poderão, eventualmente, ser explicadas pela presença do pico indicado no cromatograma A 
da figura 15, sendo esse composto o único que não aparecia nos outros dois extractos. Como os 
parâmetros escolhidos para testar a eventual aplicabilidade do F. vulgare à AD foram a capacidade 
inibitória da AChE e actividade antioxidante, foi, então, o extracto aquoso F1 o seleccionado para a 
realização dos ensaios posteriores. 
1.3.4 Inibição, in vitro, de glucosiltransferases isoladas de Streptococcus mutans 
A eventual aplicabilidade do extracto aquoso de F. vulgare à AD levantou outra questão relacionada 
com a extensão de acção deste extracto. As doenças periodontais contribuem significativamente para a 
inflamação sistémica, podendo, deste modo, ter um papel considerável na etiologia e na progressão da 
vertente inflamatória da AD (Kamer A. et al., 2008). As doenças periodontais mais prevalentes são 
causadas pela interacção de bactérias específicas com componentes da resposta imune do hospedeiro. 
Este tipo de doença pode resultar da formação de placa dentária por bactérias orais, como 
Streptococcus mutans. A estruturação desta placa envolve a acção de glucosiltransferases (GTases) 
como formadores de glucano insolúvel em água, onde depois as bactérias podem colonizar (Tsai P. et 
al., 2007). A inibição da actividade de GTases isoladas a partir de S. mutans por extracto aquoso de F. 
vulgare foi realizada de acordo com o método descrito por Tsai P. et al. (2007).  
Neste estudo, utilizou-se unicamente o extracto F1, pois foi o que mostrou melhores resultados na 
inibição da AChE e actividade antioxidante, sendo, por isso, este o mais importante para avaliar como 
inibidor de GTases. 
Ao fim de 18 horas de ensaio a inibição de formação de glucano com uma concentração de extracto 
aquoso de F. vulgare F1 de 8 mg/mL foi de ≈ 8 %, não se mostrando, por isso, eficaz na inibição de 
GTases. Tsai P. et al. (2007), realizaram um ensaio semelhante com extracto aquoso de alecrim 
(Rosmarinus officinalis L.), obtendo 50 % de inibição de GTases isoladas de S. sobrinus com 1,42 mg/mL 
de extracto. Embora a estirpe bacteriana não fosse a mesma, os resultados podem ser comparados. De 
acordo com Yanagida A. et al. (2000) este resultado pode ser justificado pela constituição do extracto 
aquoso de F. vulgare em polifenóis de baixa massa molecular, como flavonóides glicosilados e ácidos 
fenólicos. Embora o extracto aquoso de F. vulgare não se tenha revelado promissor na inibição de 
GTases, a sua aplicabilidade no combate a doenças periodontais induzidas por placa bacteriana, pode 
ser estudada por outras vertentes, como a inibição de α-amilase ou da adesão bacteriana à superfície do 
dente.  
 
2 Confirmação dos constituintes do extracto aquoso de F. vulgare 
A constituição de extractos aquosos de F. vulgare já foi anteriormente estudada. Parejo I. et al. (2004b) 
identificaram 42 compostos fenólicos, 27 dos quais encontrados pela primeira vez neste tipo de 
extractos. Os constituintes considerados foram o ácido 3-O-cafeoilquínico (3-CQA) ou ácido 
Capítulo III – Apresentação e Discussão de Resultados 
45 
Rita Barreto Duarte Carilho 
neoclorogénico, o ácido 5-O-cafeoilquínico (5-CQA) ou ácido clorogénico, o ácido 4-O-cafeoilquínico (4-
CQA) ou ácido criptoclorogénico, o eriodictiol-7-O-rutinósido (eriocitrina), a quercetina-3-O-rutinósido 
(rutina), a quercetina-3-O-glucurónido (miquelianina), o ácido 1,3-O-dicafeoilquínico (1,3-diCQA), o 
ácido 1,5-O-dicafeoilquínico (1,5-diCQA), o ácido 1,4-O-dicafeoilquínico (1,4-diCQA) e o ácido 
rosmarínico (Parejo I. et al., 2004b), cujas estruturas se encontram nas figuras 2-6 do capítulo I. 
A identificação dos compostos existentes no extracto aquoso de F. vulgare por HPLC baseia-se na 
combinação da correspondência do tempo de retenção e do espectro de absorção, uma vez que os 
polifenóis absorvem na região do UV-Visível (Proestos C. et al., 2006).  
O extracto aquoso de F. vulgare analisado por HPLC apresenta seis picos maioritários (Figura 20), que 
serão os considerados durante o restante trabalho. Os espectros de absorção dos picos estão 





Figura 20 Cromatograma da 
análise por HPLC de extracto 
aquoso de F. vulgare 1,0 
mg/mL. Os picos com os 
tempos de retenção 8,13, 8,82, 
11,95, 12,61, 13,49 e 13,94 
minutos foram os picos 
considerados maioritários no 
extracto. 
 
RT: 3.96 - 19.98




















































Figura 21 Espectro de absorção do pico com tempo de 
retenção 8,13 minutos (pico 1) do extracto aquoso de F. 
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Figura 22 Espectro de absorção do pico com tempo de 
retenção 8,82 minutos (pico 2) do extracto aquoso de F. 






















Figura 23 Espectro de absorção do pico com tempo de 
retenção 11,95 minutos (pico 3) do extracto aquoso de F. 





















Figura 24 Espectro de absorção do pico com tempo de 
retenção 12,61 minutos (pico 4) do extracto aquoso de F. 



















Figura 25 Espectro de absorção do pico com tempo de 
retenção 13,49 minutos (pico 5) do extracto aquoso de F. 





















Figura 26 Espectro de absorção do pico com tempo de 
retenção 13,94 minutos (pico 6) do extracto aquoso de F. 
vulgare representado no cromatograma da figura 20. 
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Quadro 4 Resumo dos máximos das bandas de absorção dos picos 




Da comparação dos espectros (Figuras 21-26) e respectivos picos máximos de absorção (Quadro 4) com 
dados bibliográficos (Bilia A. et al., 2000, Krizman M. et al., 2007; Parejo I. et al., 2004b) realizou-se uma 
pré-identificação dos constituintes do extracto aquoso de F. vulgare em estudo. 
Para o pico 1 suspeitou-se da presença de eriocitrina, uma vez que as bandas de absorção características 
de flavanonas glicosiladas são a 200 e 284 nm (Anexo IV) e que existem dados que apontam para a sua 
presença em extractos aquosos de F. vulgare (Parejo I. et al., 2004b). No entanto, o tempo de retenção 
em que este composto surge não parece indicar que se trate de um flavonóide. A identificação deste 
composto necessita, portanto, de uma melhor averiguação. 
Os picos 2, 5 e 6 apresentam espectros semelhantes ao do ácido cafeico (máximos de absorção a 330 
nm com ombro entre 295 e 300 nm). Dados recentes indicam a presença de ésteres de ácido cafeico 
com ácido quínico em extractos aquosos de F. vulgare (Parejo I. et al., 2004b). Dependendo do local da 
esterificação e do número de ácidos cafeicos adicionados originam-se diferentes tipos de ácido 
clorogénico (ácido 5-cafeoilquínico). A comparação do cromatograma obtido com o trabalho de Krizman 
M. et al. (2007) (Anexo IV) permite inferir quanto à composição dos picos 2, 5 e 6. O pico 2 poderá 
corresponder a 3-CQA, 5-CQA, 4-CQA ou 1,3-diCQA. Os picos 5 e 6 deverão corresponder a 1,5-diCQA e 
1,4-diCQA, respectivamente. 
Os máximos de absorção dos picos 3 e 4 indicam que são derivados da quercetina, uma vez que 
compostos deste género apresentam bandas de absorção a 257 e 354 nm e um ombro a 256 nm (Parejo 
I. et al., 2004b. Comparando com trabalho de Krizman M. et al. (2007) (Anexo IV), suspeitou-se da 
presença de rutina no pico 3 e miquelianina no pico 4. 
O pico maioritário (pico 4) foi recolhido por HPLC preparativo e analisado por espectrometria de massa 
(MS) de modo a comprovar a sua composição. Para os restantes picos foram utilizados padrões 
comerciais para confirmar a sua identificação.  
2.1 Confirmação do pico maioritário por espectrometria de massa 
A análise por espectrometria de massa permite elucidar a estrutura de compostos presentes em 
extractos. Esta técnica é rápida e a curta exposição dos analitos à luz e ao ar limita a sua degradação 
(Tatsis E. et al., 2007). O pico maioritário (pico 4) do extracto aquoso de F. vulgare foi analisado por 
espectrometria de modo a comprovar a presença de miquelianina (quercetina-3-O-glucurónido). 
Pico (min) Máximos de absorção (nm) 
1 (8,13) 221; 265 
2 (8,82) 218; 234; 327 
3 (11,95) 213; 223; 256; 348 
4 (12,61) 213; 256; 354 
5 (13,49) 222; 243; 329 
6 (13,94) 221; 245; 330 
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Figura 27 Espectro de massa (modo negativo) do pico com tempo de retenção 12,61 minutos (pico 4) do extracto 
aquoso de F. vulgare representado no cromatograma da figura 20. 
No espectro de massa da figura 27 podem ser observados três picos relevantes (m/z = 301,3; m/z = 
477,0; m/z = 954,7), sendo um deles maioritário. A miquelianina tem massa molecular de 478 g/mol-1, 
correspondendo, na análise de espectrometria de massa em modo negativo ([M-H]), a um pico com 
razão massa/carga (m/z) de 477, como é observado na figura 27. Os outros dois picos (m/z = 301 e m/z = 
954) correspondem a espécies formadas na solução de análise, o dímero de miquelianina (m/z = 954) e 
a quercetina na forma não-conjugada (m/z = 301). Correspondendo o pico com m/z = 477,0 ao ião 
molecular, foi realizada a sua fragmentação (Figura 28). 
 
Figura 28 Espectro de massa (modo negativo) da fragmentação (MS/MS) do pico com m/z = 477 da figura 27. 
A fragmentação do pico correspondente à miquelianina analisada por espectrometria de massa revelou 
apenas um pico, com m/z = 301. Este pico corresponde à fragmentação preferencial da quercetina 
glucuronada em quercetina e ácido glucurónico, dando origem ao ião [M-H-Glc]- = 301.  
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As figuras 27 e 28 permitem confirmar a presença de miquelianina no pico 4 do extracto aquoso de F. 
vulgare. 
2.2 Confirmação de outros constituintes por HPLC 
A confirmação dos picos maioritários, à excepção do pico 4, do extracto aquoso de F. vulgare foi 
realizada através da análise por HPLC de padrões comerciais existentes no laboratório. Como já existia 
uma hipótese quanto à constituição de cada pico, devido à comparação com dados da literatura, foram 
injectados os seguintes padrões: ácido clorogénico, rutina e ácido rosmarínico. Os padrões foram 
preparados em solução aquosa de extracto de F. vulgare, numa concentração de 0,005 mg/mL de 
padrão e 1,0 mg/mL de extracto. A identificação dos picos foi realizada por comparação com o 
cromatograma do extracto original (sem adição de qualquer padrão), correspondendo o pico cuja área 
aumentou ao padrão em análise (Figuras 29-31). 
 
Figura 29 Cromatograma da análise 
por HPLC de ácido clorogénico 0,005 
mg/mL em solução de extracto 
aquoso de F. vulgare 1,0 mg/mL. No 
canto superior direito encontra-se o 
cromatograma da análise por HPLC 
de extracto aquoso de F. vulgare 1,0 
mg/mL. 
 
Figura 30 Cromatograma da análise 
por HPLC de rutina 0,005 mg/mL em 
solução de extracto aquoso de F. 
vulgare 1,0 mg/mL. No canto superior 
direito encontra-se o cromatograma 
da análise por HPLC de extracto 
aquoso de F. vulgare 1,0 mg/mL. 
RT: 3.98 - 19.99
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Figura 31 Cromatograma da análise 
por HPLC de ácido rosmarínico 0,005 
mg/mL em solução de extracto 
aquoso de F. vulgare 1,0 mg/mL. No 
canto superior direito encontra-se o 
cromatograma da análise por HPLC 
de extracto aquoso de F. vulgare 1,0 
mg/mL. 
 
A observação das figuras 29-31 possibilitou a confirmação de dois picos maioritários e um minoritário, 
permanecendo ainda três por confirmar.  
A figura 29, cromatograma da injecção de ácido clorogénico, permitiu confirmar a composição do pico 2 
(tempo de retenção = 8,82 min) neste composto (5-CQA), excluindo-se as hipóteses de 3-CQA, 4-CQA ou 
1,3-diCQA. 
A injecção de rutina (cromatograma da figura 30) permitiu a confirmação da composição do pico 3 
(tempo de retenção = 11,95 min) em rutina.  
Além dos picos maioritários, a injecção de padrões por HPLC permitiu também a confirmação da 
presença de ácido rosmarínico no extracto aquoso de F. vulgare, embora em quantidades mínimas 
(Figura 31). 
Para o pico 1 (tempo de retenção = 8,13 minutos) não foi possível injectar padrão, mantendo-se a 
necessidade de realizar mais estudos. 
Embora não tenha sido injectado nenhum padrão dos ácidos dicafeoilquínicos provavelmente presentes 
no extracto aquoso de F. vulgare, mantém-se a hipótese da composição dos picos 5 e 6 em 1,5-diCQA e 
1,4-diCQA, respectivamente (pela comparação com o cromatograma do anexo IV). 
 
Após a realização dos ensaios de identificação e por comparação com bibliografia, a composição que foi 
proposta para o extracto aquoso de F. vulgare está apresentada no quadro 5. 
 Quadro 5 Composição proposta para o 
extracto aquoso de F. vulgare. Com * estão 
indicados os compostos cuja composição foi 
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Pico (min) Composição 
1 (8,13) Por identificar 
2 (8,82) Ácido clorogénico (ácido 5-cafeoilquínico) 
3 (11,95) Rutina (quercetina-3-O-rutinósido) 
4 (12,61) Miquelianina (quercetina-3-O-glucurónido) 
5 (13,49) Ácido 1,5-dicafeoilquínico * 
6 (13,94) Ácido 1,4-dicafeoilquínico * 
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3 Metabolismo gastrointestinal, in vitro, de extracto aquoso de F. 
vulgare 
Apesar da elevada importância dos flavonóides e dos ácidos fenólicos da dieta na saúde humana, 
poucos estudos foram direccionados para a sua capacidade de serem absorvidos e atingirem os locais de 
acção pretendidos (Walgren R. et al., 1998; Konishi Y. e Kobayashi S., 2004). Para avaliar ou entender os 
potenciais benefícios destes compostos na saúde humana é crucial determinar como é que os processos 
digestivos afectam a sua estabilidade (Bermúdez-Soto M. et al., 2007). A estratégia utilizada neste 
trabalho consistiu na análise do extracto aquoso de F. vulgare através de métodos que simulam, in vitro, 
as condições digestivas. Assim, com o intuito de se estudarem as alterações químicas e biológicas dos 
constituintes do extracto aquoso de F. vulgare que ocorrem durante o metabolismo gastrointestinal, 
realizaram-se ensaios que pretenderam simular o suco gástrico, suco pancreático, células e microflora 
intestinais. Não foi realizada a análise sobre o papel dos componentes salivares no metabolismo de 
extracto aquoso de F. vulgare porque já foi reportado que a hidrólise pela saliva está confinada, 
principalmente, a flavonóides conjugados com glucose e a polifenóis de longa cadeia, sendo os 
flavonóides conjugados com outros glicósidos hidrolisados muito lentamente ou mesmo resistentes a 
esta hidrólise (Walle T. et al., 2005). 
Seguindo a composição do extracto durante os ensaios, por HPLC, foi possível avaliar alterações 
químicas que eventualmente ocorressem. As actividades biológicas (capacidade inibitória da AChE e 
actividade antioxidante) foram também seguidas durante o metabolismo gastrointestinal, realizando-se 
os respectivos ensaios. As concentrações de extracto aquoso de F. vulgare utilizadas para a realização 
dos ensaios das actividades biológicas foram 1,5 mg/mL para os ensaios de inibição da AChE e 15 µg/mL 
para os ensaios de actividade antioxidante. A escolha da concentração 1,5 mg/mL para a realização dos 
ensaios de inibição da AChE teve como intuito simular o valor de IC50 determinado em 1.3.1 (1,68±0,04 
mg/mL). Nos ensaios de actividade antioxidante, devido às diluições do próprio ensaio, o extracto 
passou para uma concentração de 15 µg/mL. Embora este valor fosse inferior ao valor de EC50 
determinado em 1.3.2 (23,14±0,72 µg/mL) manteve-se a realização dos ensaios com esta concentração 
para que todos os ensaios de actividades biológicas se baseassem na mesma concentração de extracto, 
sendo, assim, possível ter uma melhor percepção do efeitos a atribuir ao F. vulgare na aplicação ao 
tratamento da AD. 
3.1 Metabolismo gástrico e actividades biológicas 
O metabolismo pelo suco gástrico foi mimetizado pela utilização de suco gástrico artificial, à base de 
pepsina, de acordo com o método descrito por Yamamoto Y. et al. (1999), e foi seguido 
cromatograficamente durante 4 horas, por HPLC. Em seguida mostra-se o resultado obtido para um dos 
replicados ao fim das 4 horas de ensaio, bem como às 0 horas. 
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Figura 32 Cromatogramas da análise por 
HPLC de um dos replicados de extracto 
aquoso de F. vulgare 1,0 mg/mL submetido a 
metabolismo gástrico. A preto encontra-se o 
ensaio das 0 horas e a cinzento o ensaio das 
4 horas. 
 
As alterações (degradação ou produção) de cada pico foram calculadas a cada hora do ensaio, 
relativamente à hora 0, recorrendo-se para isso às diferenças nas áreas relativas dos picos, o que 
permitiu traçar os gráficos da figura 33. A análise foi dividida em dois gráficos (encontrando-se 
representados três picos em cada um) para facilitar a observação da evolução dos compostos ao longo 
do tempo. 




































Figura 33 Representação gráfica da área relativa dos picos do extracto aquoso de F. vulgare, durante as 4 horas de 
metabolização com suco gástrico artificial. Os ensaios foram realizados em triplicado. p ≤ 0,05. 
 
A análise da figura 33 (alterações dos picos do extracto aquoso de F. vulgare, durante o ensaio com suco 
gástrico artificial) não revelou alterações significativas (com um nível de confiança de 95 %) de nenhum 
dos compostos. Este resultado pode ser justificado pela composição do extracto em ácidos fenólicos e 
flavonóides conjugados, uma vez que estes compostos parecem não ser degradados em condições 
gástricas (Crespy V. et al., 2002; Plumb G. et al., 1999). 
 
De modo a assegurar que as propriedades pretendidas do extracto aquoso de F. vulgare se mantinham 
durante o seu metabolismo com suco gástrico artificial, ou seja, que continuava a possuir capacidade 
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inibitória da AChE e actividade antioxidante significativas, foram realizados ensaios destas actividades 
biológicas ao longo das quatro horas do ensaio (Figuras 34 e 35). 


















Figura 34 Capacidade inibitória da 
acetilcolinesterase (AChE) por extracto 
aquoso de F. vulgare 1,5 mg/mL, durante as 4 
horas de metabolização com suco gástrico 
artificial. Os ensaios foram realizados em 
triplicado. p ≤ 0,05. 
 
A figura 34 mostra uma diminuição da capacidade inibitória da AChE por parte do extracto aquoso de F. 
vulgare, até às 2 horas de metabolismo com suco gástrico artificial. No entanto, no final no ensaio os 
valores são semelhantes aos iniciais. 




















Figura 35 Actividade antioxidante (extinção 
de DPPH) do extracto aquoso de F. vulgare 
15 µg/mL, durante as 4 horas de 
metabolização com suco gástrico artificial. Os 
ensaios foram realizados em triplicado. p ≤ 
0,05. 
 
Tal como no caso da capacidade inibitória da AChE, a extinção do radical DPPH pelo extracto aquoso de 
F. vulgare sujeito a metabolismo gástrico apresenta variações durante as 4 horas de ensaio, embora não 
sejam significativas (com um nível de confiança de 95 %). Pela figura 35 constata-se que o valor de 
extinção de DPPH se mantém relativamente estável durante as quatro horas do ensaio de metabolismo 
gástrico, o que está de acordo com os resultados obtidos no estudo analítico em que não parecem ter 
existido alterações dos compostos presentes no extracto aquoso de F. vulgare. 
3.2 Metabolismo pancreático e actividades biológicas 
Com o intuito de se estudar a influência das secreções pancreáticas na digestão do extracto aquoso de 
F. vulgare, recorreu-se à utilização de suco pancreático artificial, constituído por pacreatina (mistura 
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enzimática de amilase, tripsina, lipase, ribonuclease e protease), de acordo com o método descrito por 
Yamamoto Y. et al. (1999). O ensaio foi realizado durante quatro horas, sendo seguido de hora a hora 
por HPLC.  

























Figura 36 Cromatogramas da análise por 
HPLC de um dos replicados de extracto 
aquoso de F. vulgare 1,0 mg/mL submetido a 
metabolismo pancreático. A preto encontra-
se o ensaio das 0 horas e a cinzento o ensaio 
das 4 horas. 
 
Da observação da figura 36, referente ao metabolismo pancreático de um dos replicados de extracto 
aquoso de F. vulgare às 0h e 4h, respectivamente, existem dois aspectos a notar. Em primeiro lugar há 
uma diferença significativa na intensidade do pico maioritário (miquelianina) e, em segundo lugar, há o 
aparecimento de quatro picos (tempo de retenção 4,18 min; 9,88 min; 10,29 min e 17,19 min) em 
relação ao extracto inicial (Figura 20). Os picos aos 4,18 e 10,29 minutos dizem respeito ao próprio 
ensaio com suco pancreático, sendo este facto comprovado pela injecção de um controlo em que não 
houve adição de extracto e apenas aparecem estes dois picos (Anexo V). Os outros dois picos podem 
derivar da degradação do pico maioritário (pico 4), no entanto, esta hipótese precisa de maior 
esclarecimento. 
As alterações de cada pico estão esquematizadas na figura a seguir e foram calculadas a cada hora do 
ensaio, relativamente à hora 0. 




































Figura 37 Representação gráfica da área relativa dos picos do extracto aquoso de F. vulgare, durante as 4 horas de 
metabolização com suco pancreático artificial. Os ensaios foram realizados em triplicado. p ≤ 0,05. 
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As alterações esquematizadas na figura 37 indicam uma degradação significativa (com um nível de 
confiança de 95 %) dos picos relativos a rutina (pico 3), miquelianina (pico 4) e 1,5-diCQA (pico 5), 
durante o metabolismo do extracto aquoso de F. vulgare com suco pancreático. Os restantes picos 
pareceram resistir à hidrólise e encontram-se presentes cerca de 90 % em relação à concentração nas 0 
horas. 
 
A capacidade inibitória da AChE e a actividade antioxidante do extracto aquoso de F. vulgare foram 
seguidas durante as quatro horas do ensaio de metabolismo pancreático, para garantir que o extracto 
mantinha as actividades que o tornam viável na eventual aplicação ao fitotratamento da AD. 


















Figura 38 Capacidade inibitória da 
acetilcolinesterase (AChE) por extracto 
aquoso de F. vulgare 1,5 mg/mL, durante as 4 
horas de metabolização com suco 
pancreático artificial. Os ensaios foram 
realizados em triplicado. p ≤ 0,05. 
 
Nos resultados obtidos nos ensaios de inibição da AChE pelo extracto aquoso de F. vulgare 
metabolizado pancreaticamente (Figura 38) observaram-se ligeiras alterações (embora não-significativas 
– com um nível de confiança de 95 %). A inibição da AChE ao fim das quatro horas de digestão 
pancreática manteve-se ao nível da registada no início do ensaio. 




















Figura 39 Actividade antioxidante (extinção 
de DPPH) do extracto aquoso de F. vulgare 
15 µg/mL, durante as 4 horas de 
metabolização com suco pancreático 
artificial. Os ensaios foram realizados em 
triplicado. p ≤ 0,05. 
 
No caso da actividade antioxidante, observou-se (Figura 39) um comportamento semelhante ao da 
digestão do extracto aquoso de F. vulgare com suco gástrico, ou seja, houve uma ligeira variação. No 
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entanto, neste caso, esta variação é significativa (com um nível de confiança de 95 %) durante as quatro 
horas do ensaio. No final do ensaio o valor de extinção do DPPH diminuiu cerca de 6 %. 
A diminuição na área de alguns dos picos não parece influenciar as actividades biológicas, se bem que se 
note uma tendência para a diminuição da actividade antioxidante. Isto poder-se-á dever ao facto de as 
diminuições de área serem pequenas, na maior parte dos casos, excepto para o composto 4 e 5, onde já 
ocorre um desaparecimento da ordem dos 30 %. Estas alterações poderão querer indicar que o 
composto maioritário não é biologicamente o mais activo. 
 
Dos ensaios de metabolismo realizados com suco gástrico e pancreático artificiais pode-se concluir que 
dos constituintes do extracto aquoso de F. vulgare os picos correspondentes a rutina (pico 3), 
miquelianina (pico 4) e ácido 1,5-dicafeoilquínico (pico 5) parecem sofrer hidrólise, embora seja muito 
ligeira (25-30 %). Os resultados obtidos corroboram a informação divulgada por Crespy V. et al. (2002), 
onde é referido que a maior parte dos polifenóis parece resistir à hidrólise gástrica e pancreática, 
chegando intactos ao intestino delgado, principal órgão envolvido na absorção e metabolização de 
polifenóis.  
3.3 Metabolismo por células Caco-2 e actividades biológicas 
Os polifenóis que atingem o intestino, podem ter dois destinos, absorção e/ou metabolização por 
células epiteliais (enterócitos) ou metabolização por microrganismos (Manach C. et al., 2004). 
As células Caco-2 são um dos modelos in vitro mais utilizado para estudar eventos moleculares 
associados ao metabolismo epitelial do intestino delgado e à captação de vários xenobióticos, 
nomeadamente em estudos de absorção e metabolismo de flavonóides e outros antioxidantes fenólicos 
da dieta. Estas células exibem aspectos morfológicos e bioquímicos de enterócitos adultos humanos, 
incluindo a expressão de enzimas de fase II, como UDP-glucuronosiltransferases (UDP-GTs) e 
sulfotransferases (STs) (Kern S. et al., 2003). No presente estudo, foi analisado o possível papel do 
epitélio do intestinal na absorção e metabolização dos compostos existentes no extracto aquoso de F. 
vulgare, através da utilização de células Caco-2, de acordo com o método descrito por Kern S. et al. 
(2003). Para isso, as células cresceram em caixas de Petri e os metabolitos foram determinados no meio, 
ou seja, foram analisados tanto os metabolitos produzidos intracelularmente e excretados pelo lado 
apical da monocamada, como os produzidos directamente no meio através da secreção de enzimas. O 
extracto aquoso de F. vulgare foi colocado em contacto com culturas de células Caco-2 e foram 
monitorizadas as alterações químicas e biológicas ao longo de seis horas, por HPLC e ensaios biológicos. 
Antes da realização do ensaio de metabolismo por células Caco-2, foi efectuado um ensaio de 
viabilidade celular, baseado no reagente MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio). Este método, adaptado de Chen P.-J. et al. (2008), consiste na capacidade das células 
vivas reduzirem o MTT a azul de tripano, sendo esta reacção quantificada espectrofotometricamente a 
570 nm. Os resultados deste ensaio (Anexo VI) mostraram que o aumento de concentração de extracto 
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aquoso de F. vulgare parece aumentar a viabilidade das células Caco-2. Este resultado permitiu concluir 
que, para as concentrações de extracto aquoso de F. vulgare testadas, as células mantêm-se viáveis, 
sendo possível realizar o ensaio de metabolismo com a concentração mais elevada (10 mg/mL). 



























Figura 40 Cromatogramas da análise por 
HPLC de um dos replicados de extracto 
aquoso de F. vulgare 1,0 mg/mL submetido a 
metabolismo por células Caco-2. A preto 
encontra-se o ensaio das 0 horas e a cinzento 
o ensaio das 6 horas. 
 
Da observação da figura 40, referente ao metabolismo intestinal de um dos replicados de extracto 
aquoso de F. vulgare, constata-se uma ligeira variação nos tempos de retenção dos compostos. Este 
facto deve-se à realização da injecção das amostras em dias diferentes e, portanto, a uma diferente 
calibração da coluna de HPLC. Há também a salientar a presença de um pico entre a rutina e a 
miquelianina, provavelmente devido à solução salina (HBSS) em que o ensaio foi realizado. Esta solução 
tem na sua composição um corante que é facilmente detectado por HPLC e apresenta um espectro de 
absorção semelhante ao do pico que aparece entre a rutina e a miquelianina no ensaio de metabolismo 
por células Caco-2. Este facto foi comprovado pela injecção deste corante por HPLC, onde foi observado 
um único pico com tempo de retenção de 12,25 minutos e com espectro de absorção semelhante ao 
observado para o pico presente entre a rutina e a miquelianina (Anexo VI). 
As alterações de cada pico estão esquematizadas na figura a seguir e foram calculadas a cada hora do 
ensaio, relativamente à hora 0. 






































Figura 41 Representação gráfica da área relativa dos picos do extracto aquoso de F. vulgare, durante as 6 horas de 
metabolização por células Caco-2. Os ensaios foram realizados em triplicado. p ≤ 0,05. 
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O principal aspecto a salientar da figura 41 é o aumento de todos os picos às 6 horas de ensaio, 
relativamente às concentrações iniciais. Embora este aumento seja significativo (com um nível de 
confiança de 95 %) para alguns picos (1, 2, 4 e 5), deve estar relacionado com a concentração do 
extracto durante o ensaio, devido às condições em que se realiza (as caixas em que as células cresceram 
eram muito pequenas, não permitindo a homogeneização da amostra aquando da recolha), e não com a 
produção de compostos pelas células Caco-2. A principal conclusão a tirar deste ensaio é que os 
constituintes do extracto aquoso de F. vulgare não sofrem alterações relevantes durante a sua 
metabolização por células Caco-2. 
O passo final do ensaio de metabolismo por células Caco-2, consistiu na lise das células ao fim das seis 
horas do ensaio, de modo a comprovar se houve absorção de algum componente do extracto para o 
interior das células. O resultado deste ensaio apenas revelou um pico, correspondente ao corante da 
solução em que estava dissolvido o extracto – HBSS (Anexo VI). 
 
A capacidade inibitória da AChE e a actividade antioxidante do extracto aquoso de F. vulgare foram 
seguidas durante as seis horas do ensaio de metabolismo com células Caco-2, tal como no metabolismo 
gástrico e pancreático. Os ensaios foram realizados de modo idêntico aos anteriores, utilizando-se uma 
concentração de 1,5 mg/mL para os ensaios de inibição da AChE e de 15 µg/mL para os ensaios de 
actividade antioxidante. 


















Figura 42 Capacidade inibitória da 
acetilcolinesterase (AChE) por extracto 
aquoso de F. vulgare 1,5 mg/mL, durante as 6 
horas de metabolização por células Caco-2. 
Os ensaios foram realizados em triplicado. p 
≤ 0,05. 
 
Os resultados apresentados na figura 42 mostram um perfil com flutuações, tal como nos ensaios 
realizados durante o metabolismo gástrico e durante o metabolismo pancreático, embora neste caso as 
diferenças não tenham sido consideradas significativas (com um nível de confiança de 95 %). No 
entanto, no fim do ensaio (6 horas) o valor de inibição da AChE pelo extracto aquoso de F. vulgare é de 
32,77±5,21 %, sendo este valor próximo ao obtido nos ensaios de metabolismo gástrico e pancreático. 
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Figura 43 Actividade antioxidante (extinção 
de DPPH) do extracto aquoso de F. vulgare 
15 µg/mL, durante as 6 horas de 
metabolização por células Caco-2. Os ensaios 
foram realizados em triplicado. p ≤ 0,05. 
 
Para o ensaio de actividade antioxidante, a figura 43 permite observar algumas variações durante o 
ensaio, perdendo o extracto aquoso de F. vulgare cerca de 5 % de capacidade de extinguir o DPPH, o 
que poderá ser considerado dentro da margem de erro dos ensaios. 
3.4 Desglucuronidação com β-glucuronidase de E. coli e actividades biológicas 
Os microrganismos intestinais são responsáveis por grande parte da metabolização dos compostos, 
nomeadamente, polifenóis, ingeridos na dieta. Os flavonóides glicosilados que não são absorvidos no 
intestino delgado, podem ser metabolizados por microrganismos em aglíconas, que são altamente 
metabolizadas em ácidos fenólicos. Depois da hidrólise, as aglíconas podem sofrer reacções de 
conjugação no intestino delgado, como glucuronidação, sulfatação e O-metilação, formando conjugados 
glucuronados, sulfatados e metilados (simples ou mistos) (Manach C. et al., 2004). A intervenção dos 
microrganismos intestinais no metabolismo do extracto aquoso de F. vulgare foi mimetizada pela 
utilização de β-glucuronidase (EC 3.2.1.31) de Escherichia coli, de acordo com o método descrito por 
Justino G. et al. (2004). Este ensaio de desglucuronidação apenas simula um tipo de reacção 
protagonizada pela microflora intestinal, no entanto, esta é a reacção mais prevalente. 





















Figura 44 Cromatogramas da análise por 
HPLC do extracto aquoso de F. vulgare 1,0 
mg/mL submetido a acção de β-
glucuronidase de E. coli. A preto encontra-se 
o ensaio sem β-glucuronidase de E. coli  e a 
cinzento com β-glucuronidase de E. coli. O 
novo pico que aparece no cromatograma do 
ensaio com β-glucuronidase de E. coli passa a 
ser denominado pico 7. 
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O composto maioritário presente no extracto aquoso de F. vulgare (miquelianina) é uma forma 
conjugada de quercetina com ácido glucurónico, esperando-se que a utilização de β-glucuronidase 
resultasse na hidrólise deste composto. A figura 44 reflecte esta previsão, no ensaio observa-se o 
desaparecimento do pico correspondente à miquelianina e o aparecimento de um pico com tempo de 
retenção de aproximadamente 17,3 minutos (pico 7), relativo à quercetina na forma não-conjugada. A 
correspondência de quercetina ao pico que aparece após a reacção com β-glucuronidase foi confirmada 
através da análise por HPLC do padrão quercetina (Anexo VII). Este ensaio, além de simular a actividade 
glucuronidase da microflora intestinal, comprova os resultados obtidos por espectrometria de massa, 
quanto à confirmação de miquelianina como composto maioritário do extracto aquoso de F. vulgare. 
Na figura 44 é também possível observar uma ligeira diminuição dos restantes picos do extracto aquoso 
de F. vulgare. No entanto, esta diminuição não deverá estar relacionada com a acção da β-
glucuronidase, mas sim com diferenças relativas à linha de base do HPLC, uma vez que não existe mais 
nenhum composto conjugado com ácido glucurónico. 
A microflora intestinal também pode metabolizar ácidos fenólicos. Plumb G. et al. (1999) 
demonstraram, no seu estudo, que a maioria do ácido clorogénico ingerido na dieta atinge o cólon 
praticamente intacto, sendo aí hidrolisado em ácido cafeico e ácido quínico pela actividade esterase dos 
microrganismos intestinais. A utilização de esterases da flora intestinal também é um aspecto 
importante a testar nos estudos de metabolismo destes compostos, porém, não foi abrangido neste 
trabalho. 
 
A inibição da AChE e a actividade antioxidante do extracto aquoso de F. vulgare após o ensaio com β-
glucuronidase de E. coli foram realizadas do mesmo modo que para os restantes ensaios de 
metabolismo. Os valores obtidos no fim das 2 horas de ensaio foram 30,91±5,24 % para a inibição da 
AChE e 23,39±0,44 % para a extinção de DPPH. Apesar de, como resultado da acção da β-glucuronidase 
de E. coli, a miquelianina deixar de existir no extracto aquoso de F. vulgare, os valores das actividades 
biológicas foram bastante semelhantes aos obtidos nos outros ensaios de metabolismo. Isto poderá 
querer dizer que a miquelianina, apesar de ser o composto maioritário do extracto, não é o único 
responsável pelas propriedades biológicas encontradas no F. vulgare, e que a quercetina (formada após 
a hidrólise da miquelianina) também possui actividade biológica. A baixa actividade que se pode atribuir 
à miquelianina baseia-se, principalmente, no seu tamanho, uma vez que é uma forma conjugada de 
quercetina com ácido glucurónico e, por isso, não deve ter tanta facilidade em entrar no centro activo 
do enzima. O valor de IC50 determinado para a quercetina foi de 50,88±7,25 µM (15 µg/mL) e de EC50 foi 
de 5,30±0,13 µM. Embora estes valores sejam muito inferiores ao do extracto aquoso de F. vulgare, o 
aparecimento de quercetina não se reflectiu no aumento da actividade anti-AChE e maior capacidade de 
extinguir o radical DPPH pelo extracto, devido à sua baixa concentração relativamente aos outros 
compostos do extracto, no entanto, foi suficiente para manter a actividade do extracto após o 
desaparecimento da miquelianina. 
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3.5 Metabolismo por homogenato de células Caco-2 
Os polifenóis ingeridos na dieta que são absorvidos pela mucosa intestinal podem ser metabolizados por 
enzimas intracelulares, antes de passarem para a circulação entero-hepática (Murota K. et al., 2000). 
Neste trabalho, este tipo de metabolização foi simulada através da utilização de homogenato de células 
Caco-2, com base no método descrito por Augustijns P. et al. (1998). Embora não se tenha observado 
absorção de nenhum composto do extracto aquoso de F. vulgare pelas células Caco-2, a realização deste 
ensaio permite inferir quanto aos processos de metabolização pelos quais os compostos terão de passar 
para atingirem a corrente sanguínea, caso sejam absorvidos pelas células intestinais. 
O ensaio realizado com extracto aquoso de F. vulgare encontra-se na figura 45. As alterações dos 
compostos maioritários foram seguidas durante 3 horas e está representada na figura 46. 


























Figura 45 Cromatogramas da análise por 
HPLC do extracto aquoso de F. vulgare 1,0 
mg/mL submetido a metabolismo por 
homogenato de células Caco-2. A preto 
encontra-se o ensaio das 0 horas e a cinzento 
o ensaio das 3 horas. 
 



































Figura 46 Representação gráfica da área relativa dos picos do extracto aquoso de F. vulgare, durante as 3 horas do 
ensaio de metabolismo com homogenato de células Caco-2. 
 
Das figuras 45 e 46, pode-se concluir que os constituintes do extracto não mostraram diferenças ao 
longo do ensaio com homogenato de células Caco-2. Embora este ensaio seja apenas uma abordagem 
preliminar, sem que tenham sido realizados replicados, os seus resultados corroboram o ensaio de 
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metabolismo por células Caco-2 (3.3), ou seja, não há desaparecimento de compostos, quer para o 
interior das células, quer por transformação. 
O ensaio de metabolismo por homogenato de células Caco-2 foi também realizado com a amostra 
proveniente do ensaio com β-glucuronidase de E. coli. Este ensaio foi realizado uma vez que do ensaio 
de desglucuronidação resultou uma diferente composição do extracto aquoso de F. vulgare, que pode 
ser absorvida pelas células intestinais. 


























Figura 47 Cromatogramas da análise por 
HPLC do aquoso de F. vulgare 
desglucuronado 1,0 mg/mL submetido a 
metabolismo por homogenato de células 
Caco-2. A preto encontra-se o ensaio das 0 
horas e a cinzento o ensaio das 3 horas. 
 
Tal como no ensaio com extracto aquoso de F. vulgare, a estabilidade de cada pico foi seguida durante 
as três horas do ensaio, encontrando-se os resultados esquematizados na figura abaixo. 






































Figura 48 Representação gráfica da área relativa dos picos do extracto aquoso de F. vulgare desglucuronado, 
durante as 3 horas do ensaio de metabolismo por homogenato de células Caco-2. 
 
A figura 48 revela, mais uma vez, que nenhum dos constituintes do extracto aquoso de F. vulgare sofreu 
grandes alterações aquando da sua metabolização com homogenato de células Caco-2.  
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4 Metabolismo hepático, in vitro, de extracto aquoso de F. vulgare 
Os mecanismos de absorção de flavonóides e ácidos fenólicos têm sido alvo de estudos recentes e ainda 
não estão esclarecidos. Pelos ensaios descritos anteriormente (3.3), não parece existir absorção dos 
compostos existentes nos extractos aquosos de F. vulgare. No entanto, caso estes compostos atinjam a 
circulação, por exemplo, por via paracelular, vão alcançar o fígado, onde podem ser novamente 
metabolizados (Gomes A. et al., 2008).  
A extensão e o papel do metabolismo hepático, tal como o intestinal, dos compostos fenólicos da dieta, 
ainda não estão totalmente estabelecidos (Kern S. et al., 2003). Contudo, o fígado é o principal órgão 
envolvido no metabolismo de xenobióticos, contendo duas famílias multigénicas centrais de enzimas, as 
UDP-glucosiltransferases (UDP-GTs) e as sulfotransferases (STs) (Kern S. et al., 2003). A conjugação de 
xenobióticos com ácido glucurónico ou sulfato são as vias mais comuns de destoxificação que conduzem 
a um aumento da solubilidade e aumento da massa molecular dos compostos, sendo assim, mais 
facilmente eliminados na urina (Day A. et al., 2000). 
As UDP-GTs são enzimas membranares encontrados no retículo endoplasmático em vários tecidos e 
catalisam a transferência de ácido glucurónico a partir de difosfouridina-ácido glucurónico (UDPGA) para 
vários substratos endógenos e exógenos, incluindo polifenóis (Day A. et al., 2000). As STs catalisam a 
transferência de um grupo sulfato a partir de fosfoadenosina-5’-fosfosulfato (PAPS) para um grupo 
hidroxilo (grupo fenólico) em vários compostos diferentes. A posição em que ocorre a conjugação dos 
flavonóides pode alterar as suas actividades biológicas, sendo, por isso, de elevada importância 
(Klaassen C. e Boles J., 1997).  
No presente trabalho foi estudada a reacção de glucuronidação do extracto aquoso de F. vulgare antes e 
depois da sua metabolização por β-glucuronidase de E. coli. A mimetização dos enzimas hepáticos foi 
realizada através da utilização de homogenato de fígado de ratinho, como descrito em Justino G. et al. 
(2004). 
Os estudos iniciais de glucuronidação foram realizados com o padrão quercetina, que funcionou como 
controlo positivo da reacção. A concentração utilizada de quercetina foi 40 µM e de extracto de fígado 
foi de 5 mg/mL. Os resultados mostraram que o homogenato de fígado tem a capacidade de formar 
conjugados glucuronados de quercetina. Esta conclusão é retirada pela presença de espécies mais 
polares que a quercetina e pelo seu espectro de absorção no anexo VIII. Através das diferenças de 
absorção dos diferentes conjugados formados é possível a sua identificação. Os locais onde a quercetina 
pode ser conjugada com ácido glucurónico são os grupos hidroxilo das posições 3-, 5-, 7-, 4’- e 3’-, 
embora a glucuronidação na posição 3- seja muito lenta (Day A. et al., 2000). 
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4.1 Glucuronidação de extracto aquoso de F. vulgare, por homogenato de fígado 
O ensaio de glucuronidação do extracto aquoso de F. vulgare foi realizado com uma concentração de 5 
mg/mL de homogenato de fígado e 2 mg/mL de extracto e foi adaptado de Justino G. et al. (2004). Os 
resultados estão esquematizados na figura 49. 




















 sem homogenato de fígado
 com homogenato de fígado
 
Figura 49 Cromatogramas da análise por 
HPLC do extracto aquoso de F. vulgare 1,0 
mg/mL submetido a glucuronidação por 
homogenato de fígado. A preto encontra-se o 
ensaio sem adição de homogenato de fígado 
e a cinzento o ensaio com adição de 
homogenato de fígado. 
 
A composição do extracto aquoso de F. vulgare em derivados conjugados de quercetina, sugere, desde 
logo, que não existam alterações cromatográficas no perfil de HPLC, aquando do ensaio de 
glucuronidação por homogenato de fígado. No entanto, é possível observar na figura 49 uma ligeira 
diminuição do pico correspondente à miquelianina. Esta diminuição necessita de maior atenção e 
averiguação da sua origem, podendo dever-se, simplesmente, à precipitação do extracto durante o 
ensaio. Em relação ao conteúdo do extracto aquoso de F. vulgare em ácidos fenólicos, não parecem 
ocorrer alterações relevantes, uma vez que a existência de grupos ácidos na estrutura dos ácidos 
fenólicos, como os ácidos cafeoilquínicos, impede a sua glucuronidação e, portanto, a glucuronidação 
destes compostos tem tendência a ocorrer após a sua hidrólise em ácidos cinâmicos por esterases de 
microrganismos ou de células intestinais (Plumb G. et al., 1999). Do mesmo modo, a quercetina com um 
resíduo de ácido glucurónico também não parece ser substrato de glucuroniltransferases. 
4.2 Glucuronidação de extracto aquoso de F. vulgare, por homogenato de fígado, 
após desglucuronidação com β-glucuronidase de E. coli 
O ensaio de glucuronidação do extracto aquoso de F. vulgare após o ensaio de desglucuronidação foi 
realizado de modo semelhante ao anterior e os resultados encontram-se representados na figura 50. 
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 sem homogenato de fígado
 com homogentato de fígado
 
Figura 50 Cromatogramas da análise por 
HPLC do extracto aquoso de F. vulgare 
desglucuronado 1,0 mg/mL submetido a 
glucuronidação por homogenato de fígado. A 
preto encontra-se o ensaio sem adição de 
homogenato de fígado e a cinzento o ensaio 
com adição de homogenato de fígado. 
O ensaio de desglucuronidação do extracto aquoso de F. vulgare resultou na hidrólise da miquelianina 
em quercetina e ácido glucurónico. A realização do ensaio de glucuronidação do extracto por 
homogenato de fígado de ratinho, poderia resultar na glucuronidação da quercetina formada. Embora 
não se tenha observado o reaparecimento da miquelianina constata-se o desaparecimento da 
quercetina. O que se infere dos resultados da figura 50 é que realmente a quercetina sofreu conjugação 
com ácido glucurónico, porém, como esta reacção pode dar-se em várias posições, os conjugados 
ficaram presentes em concentrações muito baixas, encontrando-se abaixo do nível de detecção do 
HPLC. Tal como já foi referido anteriormente, a posição 3-OH é a mais difícil de sofrer glucuronidação, 
portanto, a miquelianina seria a forma conjugada de quercetina com ácido glucurónico com menor 
probabilidade de ocorrer. 
Outro aspecto a salientar é o aumento do pico com tempo de retenção de aproximadamente 6,5 
minutos. Este pico não estava relacionado com o ensaio de glucuronidação por homogenato de fígado 
de ratinho, mas sim, com o próprio ensaio de desglucuronidação. A sua comprovação foi realizada com 
a análise por HPLC de um controlo (sem extracto aquoso de F. vulgare) do ensaio de desglucuronidação 
submetido ao ensaio de glucuronidação com homogenato de fígado. 
 
5 Análise do metabolismo gastrointestinal e hepático, in vitro, do 
extracto aquoso de F. vulgare 
Nos estudos de metabolismo gastrointestinal e hepático realizados não se observaram alterações 
relevantes a nível da composição química do extracto aquoso de F. vulgare, com excepção do ensaio 
com β-glucuronidase de E. coli. O composto maioritário (miquelianina) desapareceu quando o extracto 
foi colocado em contacto com β-glucuronidase de E. coli e, depois, no ensaio de glucuronidação com 
homogenato de fígado de ratinho surgiram várias formas conjugadas de quercetina. 
Os compostos não parecem permear as células intestinais, o que está de acordo com bibliografia 
encontrada, onde é indicado que a maior parte dos ácidos fenólicos e dos flavonóides atravessam as 
células intestinais por transporte paracelular (Kobayashi S. et al., 2008). Quanto às células Caco-2, na 
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eventualidade de alguns compostos as permearem, não parecem exercer qualquer metabolismo sobre 
os compostos do extracto, já que a utilização de homogenato de células Caco-2 não transformou os 
compostos existentes no extracto. 
No quadro a seguir (Quadro 6) encontram-se esquematizados os valores de inibição da AChE e de 
extinção do radical DPPH, durante os ensaios de metabolismo gastrointestinal descritos anteriormente. 
 
Quadro 6 Resumo dos resultados obtidos para as actividades biológicas do extracto aquoso de F. vulgare, durante 
os ensaios de metabolismo gastrointestinal. Os resultados estão representados como média ± desvio padrão e 
foram realizados três replicados de cada experiência. 
Tempo 
(horas) 




(β-glucuronidase de E. 
coli) 
AChE (%) DPPH (%) AChE (%) DPPH (%) AChE (%) DPPH (%) AChE (%) DPPH (%) 
0 34,66±4,44 14,63±3,22 26,43±4,13 27,43±3,17 28,30±4,73 26,80±2,69 29,80±4,43 22,95±3,03 
1 36,50±3,09 20,46±3,45 29,28±4,88 27,34±3,40 31,84±2,51 23,56±2,19   
2 29,07±4,63 19,35±2,72 23,81±9,09 25,64±3,18 21,38±0,62 21,53±3,99 30,91±5,24 23,39±0,44 
3 33,84±5,92 17,85±3,40 28,98±5,39 27,03±4,69     
4 37,49±4,63 19,33±8,15 31,81±5,33 21,99±2,71 25,93±5,69 24,49±2,12   
6     32,77±5,21 21,16±2,70   
 
A observação do quadro 5 permite concluir que o extracto aquoso de F. vulgare, de um modo geral, não 
perdeu as suas propriedades de inibição da AChE e de extinção do DPPH durante os ensaios de 
metabolismo testados nos pontos anteriores. Quanto à eventual aplicação ou efeito do extracto aquoso 
de F. vulgare sobre o enzima acetilcolinesterase no cérebro, poder-se-á dizer, para já, que os compostos 
existentes passam o tracto digestivo sem alterações, chegam ao intestino e podem ser desglucuronados 
e, eventualmente, desterificados.  
Estes resultados permitem teorizar quanto à aplicação deste extracto no tratamento da AD, sendo ainda 
necessário continuar a estudar as vias que permitem o acesso dos compostos ao cérebro, 
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1 Conclusão 
O presente trabalho teve como principal objectivo testar a eventual aplicabilidade de sementes de 
Foeniculum vulgare, em solução aquosa, à terapêutica da doença de Alzheimer (AD). As características 
patológicas que caracterizam esta doença podem ser induzidas por danos oxidativos, bem como por 
processos inflamatórios. De modo a avaliar o uso de F. vulgare no fitotratamento da AD, foi realizado e 
analisado o extracto aquoso de sementes desta planta, quanto à sua composição em compostos 
fenólicos, capacidade inibitória da acetilcolinesterase (AChE), actividade antioxidante e capacidade 
inibitória de glucosoltransferases. Após a análise destes parâmetros, foi seguido o metabolismo do 
extracto aquoso de F. vulgare, tanto a nível gastrointestinal, como a nível hepático, permitindo inferir 
quanto à biodisponibilidade dos compostos activos do extracto capazes de actuar a nível cerebral, no 
combate à AD. 
As principais conclusões a tirar deste trabalho são que as sementes da planta colhida no campo (F1) 
foram mais activas que as sementes das plantas de compra. Os valores de IC50 e EC50 obtidos para o 
extracto aquoso destas sementes foram 1,68±0,04 mg/mL e 23,14±0,72 µg/mL, respectivamente, sendo 
o último semelhante aos padrões utilizados na indústria alimentar como antioxidantes. O extracto 
aquoso de F. vulgare não demonstrou ter actividade anti-glucosiltransferases, não sendo, portanto, 
promissor no tratamento da vertente inflamatória da AD. Os compostos maioritários identificados 
foram ácido clorogénico (ácido 5-cafeoilquínico), rutina (quercetina 3-O-rutinósido), miquelianina 
(quercetina 3-O-glucurónido), ácido 1,5-dicafeoilquínico e ácido 1,4-dicafeoilquínico, permanecendo 
ainda o pico 1 por identificar. 
Os estudos de metabolismo permitiram concluir que o extracto aquoso de F. vulgare não sofre 
alterações pelo tracto digestivo, nem perde as actividades anti-AChE e antioxidante. A nível intestinal os 
compostos não parecem atravessar o epitélio intestinal nem ser metabolizados pelas células Caco-2. No 
entanto, a acção de enzimas da microflora intestinal revelou alterações na composição do extracto, 
nomeadamente, desglucuronidação do composto maioritário, miquelianina.  
A metabolização hepática (glucuronidação) revelou que os compostos existentes no extracto aquoso de 
F. vulgare não sofrem este tipo de reacção de fase II, no fígado, a não ser que sejam previamente 
metabolizados, como no caso da desglucuronidação por enzimas da microflora intestinal. 
O extracto aquoso de F. vulgare revelou-se uma boa alternativa para o tratamento natural da AD, no 
entanto, é ainda necessário um aprofundamento das condições a que os compostos existentes no 
extracto têm de ser sujeitos até atingirem o alvo de acção pretendido (cérebro). Resumindo os ensaios 
de metabolismo do extracto aquoso de F. vulgare, pode-se concluir que a sua composição apenas é 
alterada pela acção de β-glucuronidase da microflora intestinal e que as actividades biológicas 
estudadas (capacidade inibitória da AChE e actividade antioxidante) sofrem alterações muito ligeiras.  
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2 Perspectivas Futuras 
O principal objectivo deste trabalho, tal como já foi referido, incidiu em estudos de metabolismo de 
extracto aquoso de F. vulgare, de modo a testar a sua eventual aplicabilidade na terapêutica da AD. 
Embora os objectivos propostos tenham sido atingidos com sucesso, ainda muito trabalho há a realizar 
para a avaliação da biodisponibilidade dos compostos polifenólicos existentes no extracto aquoso de F. 
vulgare a nível sistémico e da permeação dos mesmos pela barreira hemato-encefálica. Nesta secção 
são propostos alguns estudos que permitirão complementar o trabalho aqui apresentado, melhorando a 
compreensão dos processos inerentes ao metabolismo dos compostos polifenólicos presentes no 
extracto aquoso de F. vulgare. 
Em primeira instância, devem ser completados os estudos de identificação química do extracto, 
procedendo-se à recolha por HPLC preparativo do pico 1 e analisando-se o mesmo por espectrometria 
de massa. 
O estudo comparativo que foi realizado com F. vulgare de diferentes origens pode ser complementado, 
a nível de ensaios metabólicos dos diferentes tipos de sementes e ainda a outras variedades de funcho. 
Poderão ser optimizados os ensaios realizados neste trabalho e ainda estudos semelhantes que 
abordem outras fases metabólicas. A nível intestinal, pode ser analisada a acção esterase da flora 
intestinal, uma vez que o extracto aquoso de F. vulgare é altamente rico em compostos com ligações 
éster. Ainda no intestino, devem também ser estudados os processos de transporte dos compostos 
polifenólicos, nomeadamente, transporte paracelular (passagem de compostos entre as células do 
epitélio intestinal) ou através de transportadores de membrana. O transporte paracelular pode ser 
estudado através de sistemas experimentais criados propositadamente para este fim enquanto o 
transporte através de receptores de membrana necessita de monocamadas intestinais (como as células 
Caco-2 utilizadas neste trabalho).  
Estando o fígado envolvido na metabolização de compostos, devem também ser estudados processos 
metabólicos, além da glucuronidação, como por exemplo, sulfatação e O-metilação. Estes estudos 
podem ser realizados de modo semelhante ao do ensaio de glucuronidação por homogenato de fígado 
de ratinho, apresentado em 4.1 do capítulo III, recorrendo ao homogenato como fonte enzimática, ao 
extracto aquoso de F. vulgare como substrato e apenas adicionando o cofactor das reacções, sendo 
estas seguidas por HPLC. 
Após metabolismo hepático, podem ser realizados estudos de biodisponibilidade plasmática dos 
compostos existentes no extracto aquoso de F. vulgare, administrando, para isso, extracto a ratinhos e 
recolhendo e analisando o plasma dos mesmos. 
De modo semelhante ao estudo de biodisponibilidade plasmática, também pode ser estudado o tipo de 
compostos que têm capacidade de chegar ao cérebro, após a administração de extracto aquoso de F. 
vulgare a ratinhos. 
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Durante os diversos processos de metabolismo descritos no presente trabalho, o extracto aquoso de F. 
vulgare vai sofrendo alterações na sua composição, do mesmo modo, os estudos propostos também 
deverão revelar modificações. Deste modo, propõe-se, também, a realização de um estudo mais geral e 
completo que englobe uma metabolização contínua dos compostos polifenólicos do extracto aquoso de 
F. vulgare, desde a sua ingestão oral até à sua biodisponibilidade cerebral. Além de serem registadas as 
alterações na composição química do extracto, deverão também ser tidas em conta alterações a nível 
biológico, avaliando-se, por isso, a capacidade inibitória da acetilcolinesterase e a actividade 
antioxidante durante as várias fases metabólicas. 
Outro aspecto que também pode ser abordado prende-se com a utilização de lipossomas como veículo 
de transorte dos compostos com actividade biológica presentes no extracto aquoso de F. vulgare, caso 
estes não tenham a capacidade de, por si sós, atravessar a barreira hemato-encefálica. A incorporação 
dos compostos polifenólicos em lipossomas também poderá evitar a sua metabolização e, portanto, que 
uma maior quantidade fique disponível no cérebro para actuar no combate à AD. 
Na vertente inflamatória da doença de Alzheimer, podem também ser estudados outros efeitos do 
extracto aquoso de F. vulgare sobre doenças periodontais. Nesta área podem ser realizados estudos 
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Anexo I: Representação gráfica do ensaio com pirogalol realizado para a determinação do conteúdo 
fenólico total dos extractos aquosos F1, F2 e F3. 




















Anexo II: Representação gráfica dos ensaios de inibição da acetilcolinesterase (AChE) realizados para a 
determinação do valor de IC50. 


















Equação y = 45,437x -27,190
R2 0,9236
 
Extracto aquoso de Foeniculum vulgare F1. 
 






















Equação y = 18,812x - 5,25
R2 0,99905
 
Extracto aquoso de Foeniculum vulgare F2. 
 

















Equação y = 18,573x - 8,45
R2 0,9772
 
Extracto aquoso de Foeniculum vulgare F3.  
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Anexo III: Representação gráfica dos ensaios de extinção de DPPH (actividade antioxidante) realizados 
para a determinação do valor de EC50. 



















Equação y = 1429,035x + 17,160
R2 0,93834
 
Extracto aquoso de Foeniculum vulgare F1. 
 























Equação y = 952,792x + 5,336
R2 0,9993
 
Extracto aquoso de Foeniculum vulgare F2. 
 
























Equação y = 735,906x + 7,69
R2 0,99887
 
Extracto aquoso de Foeniculum vulgare F3.  
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Anexo IV: Evidências bibliográficas para a identificação dos compostos maioritários existentes no 
extracto aquoso de F. vulgare. 
 
Espectro UV-Vis da eriocitrina (eridioctiol-7-O-rutinósido) (retirado de Parejo I. et al., 2004a) 
 
 
Cromatograma de análise por HPLC de extracto aquoso de F. vulgare. 1 – 3-CQA; 2 – 5-CQA; 3 – 4-CQA;  4 – 1,3-





Anexo V: Metabolismo pancreático. 
 
Cromatograma da análise por HPLC do controlo do ensaio de metabolismo pancreático. 
 
  
RT: 3.98 - 19.96























Anexo VI: Metabolismo intestinal por células Caco-2. 






















Representação gráfica do ensaio de viabilidade das células Caco-2 em função da concentração de extracto aquoso 
de F. vulgare, baseado no reagente MTT. 
 
 
Cromatograma da análise por HPLC do ensaio controlo do metabolismo por células Caco-2, realizado com HBSS. 
 
 
Cromatograma da análise por HPLC do conteúdo intracelular das células Caco-2, no final do ensaio de metabolismo 
de extracto aquoso de F. vulgare 1,0 mg/mL, por células Caco-2.  
RT: 3.98 - 19.98




























RT: 3.98 - 19.98






































Anexo VII: Cromatograma da análise por HPLC do padrão quercetina 0,005 mg/mL. 
 
  
RT: 3.98 - 19.98

























5.03 5.95 6.58 7.19
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Anexo VIII: Glucuronidação de quercetina por homogenato de fígado de ratinho. 
 



























Sobreposição dos espectros de absorção (entre 300 e 450 nm) das formas conjugadas de quercetina, resultantes do 
ensaio de metabolização com homogenato de fígado. 
 
RT: 3.98 - 19.98
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Time (min)
10000
15000
20000
25000
30000
35000
40000
45000
50000
55000
60000
65000
70000
75000
80000
85000
90000
95000
uA
U
12.57
12.77
14.78
14.41
6.92
17.71
5.30
10.707.17 7.40
8.20
9.06 9.79 11.91
15.55
16.35
19.70
